Analoga des S-Adenosyl-l-methionins zur gezielten Markierung von Nukleinsäuren und Proteinen durch Methyltransferasen by Martin, Michael
  
 
 
Analoga des S-Adenosyl-L-methionins zur gezielten 
Markierung von Nukleinsäuren und Proteinen durch 
Methyltransferasen 
 
 
 
 
Von der Fakultät für Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften der RWTH 
Aachen University zur Erlangung des akademischen Grades eines Doktors der 
Naturwissenschaften genehmigte Dissertation 
 
vorgelegt von 
 
Diplom-Chemiker 
Michael Martin 
aus Krefeld 
 
Berichter: Universitätsprofessor Dr. Elmar Weinhold 
Universitätsprofessor Dr. Markus Albrecht 
 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 07.05.2013 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek online 
verfügbar. 
Die vorliegende Arbeit wurde im Zeitraum von Juni 2009 bis Januar 2013 am Institut für 
Organische Chemie der Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule Aachen (RWTH 
Aachen University) unter Anleitung von Prof. Dr. Elmar Weinhold angefertigt. 
 
Mein besonderer Dank gilt Prof. Dr. Elmar Weinhold für die interessante Themenstellung, 
seine Diskussionsbereitschaft und das entgegengebrachte Vertrauen, auch eigene Ideen 
umsetzen zu können. 
Herrn Prof. Dr. Markus Albrecht danke ich für die freundliche Übernahme des Korreferates. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ein Teil dieser Arbeit wurde bereits veröffentlicht: 
S. Willnow, M. Martin, B. Lüscher, E. Weinhold. A selenium-based click AdoMet analog for 
versatile substrate labeling with various protein methyltransferases. ChemBioChem 2012, 13, 
1167–1173. 


  Inhaltsverzeichnis 
  I 
Inhaltsverzeichnis 
Abkürzungsverzeichnis ................................................................................................... VII 
Drei- und Einbuchstaben-Code für l-Aminosäuren ..........................................................XI 
A  EINLEITUNG ................................................................................................1 
A.1 S-Adenosyl-L-methionin ................................................................1 
A.1.1 Funktion von AdoMet (1) in biologischen Systemen.........................................1 
A.1.2  Enzymatische Synthese von AdoMet .................................................................1 
A.1.3  Chemische Synthese von AdoMet......................................................................2 
A.1.4  Zerfallswege von AdoMet ..................................................................................3 
A.2 Physiologische Bedeutung von Selen ............................................4 
A.3  AdoMet-Analoga ............................................................................5 
A.3.1  Enzymatische Synthese von AdoMet-Analoga ..................................................5 
A.3.2  Chemische Synthese von AdoMet-Analoga.......................................................6 
A.3.2.1 Selen-Analoga von AdoMet..............................................................................6 
A.3.2.2  Aza-Analoga von AdoMet ................................................................................6 
A.3.2.3  Analoga mit verlängerter aliphatischer Seitenkette...........................................7 
A.3.2.4  Prinzip der Doppelaktivierung ..........................................................................8 
A.4 DNA .................................................................................................9 
A.5 DNA-Methyltransferasen ............................................................10 
A.5.1  M.TaqI ..............................................................................................................11 
A.5.2  M.BseCI............................................................................................................12 
A.5.3  M.RsrI...............................................................................................................12 
A.5.4  M.HhaI und Mutante Q82A/Y254S/N304A ....................................................12 
A.5.5 M.SssI und Mutante Q142A.............................................................................13 
A.5.6 M.BcnIb............................................................................................................13 
A.6 Markierungsverfahren mit MTasen und AdoMet-Analoga.....13 
B ZIELSETZUNG ............................................................................................17 
C ERGEBNISSE UND DISKUSSION ..................................................................18 
C.1 SeAdoPropin (26) .........................................................................18 
C.1.1 Synthese von SeAdoPropin (26) ......................................................................18 
C.1.2 Prinzip des Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests....................................20 
Inhaltsverzeichnis   
II 
C.1.3 DNA-MTasen im Test mit SeAdoPropin (26)................................................. 21 
C.1.3.1 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.TaqI ................................................ 22 
C.1.3.2 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.BseCI ............................................. 23 
C.1.3.3 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.HhaI Q82A/Y254S/N304A............ 23 
C.1.3.4 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.BcnIb.............................................. 25 
C.1.3.5 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.RsrI................................................. 26 
C.1.3.6 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.SssI, M.SssI Q142A....................... 26 
C.1.4 Stabilität von SeAdoPropin (26) ...................................................................... 26 
C.1.5 Protein-MTasen im Test mit SeAdoPropin (26) .............................................. 28 
C.1.6 Zusammenfassung SeAdoPropin (26) ............................................................. 30 
C.2 SeAdoEthAzid (37) und SeAdoPropAzid (34) ...........................30 
C.2.1 Synthese von SeAdoEthAzid (37) und SeAdoPropAzid (34) ......................... 31 
C.2.2 Aktivität mit DNA-MTasen............................................................................. 31 
C.2.3 Aktivität mit der Protein-MTase Dim-5........................................................... 32 
C.2.4 Zusammenfassung SeAdoEthAzid (37) und SeAdoPropAzid (34)................. 33 
C.3 AdoAzidoBenz (45) und SeAdoAzidoBenz (46) .........................33 
C.3.1 Synthese von AdoAzidoBenz (45)................................................................... 35 
C.3.2 Modifikations-Restriktions-Tests mit AdoAzidoBenz (45)............................. 36 
C.3.2.1 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.TaqI und λ-DNA............................ 36 
C.3.2.2 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.BseCI auf λ-DNA .......................... 36 
C.3.2.3 Modifikation von λ-DNA mit anderen MTasen ............................................. 38 
C.3.3 Vernetzungsversuche auf Plasmid-DNA ......................................................... 38 
C.3.3.1 Vernetzungsversuche mit M.TaqI................................................................... 39 
C.3.3.2 Vernetzungsversuche mit M.BseCI ................................................................ 41 
C.3.4 Zusammenfassung AdoAzidoBenz (45) und SeAdoAzidoBenz (46).............. 43 
C.4 SeAdoMePropen (54) und SeAdoStyrol (55) .............................43 
C.4.1 Synthese von SeAdoMePropen (54) und SeAdoStyrol (55)............................ 44 
C.4.2 Aktivität mit DNA-MTasen............................................................................. 44 
C.4.2.1 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.TaqI ................................................ 44 
C.4.2.2 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.BseCI ............................................. 46 
C.4.2.3 Modifikations-Restriktions-Tests mit anderen MTasen ................................. 47 
C.4.3 Zusammenfassung............................................................................................ 48 
C.5 AdoGABA (21) und SeAdoGABA (59).......................................48 
C.5.1 Synthese von (Se)AdoGABA (21, 59)............................................................. 49 
  Inhaltsverzeichnis 
  III 
C.5.2 Aktivität mit DNA-MTasen .............................................................................50 
C.5.2.1 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.TaqI ................................................50 
C.5.2.2 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.BseCI ..............................................51 
C.5.3 Zusammenfassung ............................................................................................51 
C.6 AdoFuranamid (63)......................................................................52 
C.6.1 Synthese von AdoFuranamid (63)....................................................................53 
C.6.2 Aktivität mit DNA-MTasen .............................................................................54 
C.6.2.1 Modifikations-Restriktionstest mit M.TaqI.....................................................54 
C.6.2.2 Modifikations-Restriktionstest mit M.BseCI ..................................................55 
C.6.2.3 Modifikations-Restriktionstest mit M.HhaI Q82A/Y254S/N304A ................55 
C.6.3 Zusammenfassung ............................................................................................55 
C.7   Biotin-Cofaktoren AdoBiotinPeptid (66) und AdoBiotinKlick (67).56 
C.7.1 Synthese von AdoBiotinPeptid (66) .................................................................56 
C.7.2  Synthese von AdoBiotinKlick (67) ..................................................................59 
C.7.3 Modifikations-Restriktions-Tests mit AdoButinAmin (64), AdoHexin (65), 
AdoBiotinPeptid (66) und AdoBiotinKlick (67) ..............................................61 
C.7.3.1 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.TaqI auf λ-DNA .............................61 
C.7.3.2 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.BseCI auf λ-DNA...........................63 
C.7.3.3 Modifikation von λ-DNA mit M.HhaI Q82A/Y254S/N304A........................64 
C.7.4.1 Elektromobilitäts-Verschiebungs-Test: Biotinmarkierung von pUC19-DNA 
mit M.TaqI.......................................................................................................64 
C.7.4.2 M.TaqI-Titration zum Elektromobilitäts-Verschiebungs-Test........................66 
C.7.4.3 Streptavidin-Titration zum Elektromobilitäts-Verschiebungs-Test ................67 
C.7.4.4 Elektromobilitäts-Verschiebungs-Test: Modifikation von pBR322-DNA mit 
M.BseCI ..........................................................................................................68 
C.7.5 Zusammenfassung ............................................................................................69 
D ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK........................................................70 
D.1 SeAdoPropin (26) .........................................................................70 
D.2 SeAdoEthAzid (37) und SeAdoPropAzid (34) ...........................71 
D.3 AdoAzidoBenz (45).......................................................................72 
D.4 SeAdoMePropen (54) und SeAdoStyrol (55) .............................73 
D.5 AdoGABA (21), SeAdoGABA (59) .............................................74 
D.6 AdoFuranamid (63)......................................................................75 
Inhaltsverzeichnis   
IV 
D.7 Biotin-Cofaktoren AdoBiotinPeptid (66), AdoBiotinKlick (67)  
und deren Vorstufen AdoButinAmin (64) und AdoHexin (65) .................76 
E EXPERIMENTELLER TEIL..........................................................................78 
E.1 Materialien und Methoden..........................................................78 
E.1.1 Chemikalien ..................................................................................................... 78 
E.1.2 DNA................................................................................................................. 80 
E.1.3 Enzyme ............................................................................................................ 81 
E.2 Verwendete Geräte.......................................................................82 
E.2.1 Reinstwasseranlage .......................................................................................... 82 
E.2.2 Gefriertrocknung.............................................................................................. 82 
E.2.3 Zentrifugation................................................................................................... 82 
E.2.4 pH-Wert-Bestimmung...................................................................................... 82 
E.2.5 Temperierung von Reaktionsansätzen ............................................................. 82 
E.2.6 Agarose-Gelelektrophorese.............................................................................. 83 
E.2.7 UV-Lampe ....................................................................................................... 83 
E.3 Instrumentelle Methoden.............................................................83 
E.3.1 UV/Vis-Spektroskopie ..................................................................................... 83 
E.3.2 Massenspektrometrie ....................................................................................... 83 
E.3.3 HPLC-ESI-Massenspektrometrie..................................................................... 83 
E.3.4 NMR-Spektroskopie ........................................................................................ 83 
E.3.5 HPLC ............................................................................................................... 83 
E.3.5.1 Methode A ...................................................................................................... 84 
E.3.5.2 Methode B....................................................................................................... 85 
E.3.5.3 Methode C....................................................................................................... 85 
E.3.5.4 Methode D ...................................................................................................... 86 
E.3.5.5 Methode E....................................................................................................... 86 
E.3.5.6 Methode F ....................................................................................................... 87 
E.3.6 Dünnschichtchromatographie .......................................................................... 87 
E.3.6.1 Ninhydrin-Lösung........................................................................................... 87 
E.3.6.2 Cerammonium-Molybdat-Lösung .................................................................. 87 
E.4  Chemische Synthesen..................................................................88 
E.4.1 Analytische Ansätze zur Synthese von AdoMet-Analoga............................... 88 
E.4.2 L-Selenohomocystein (27) und Se-Adenosyl-L-selenohomocystein (SeAdoHcy, 
12) .................................................................................................................... 89 
  Inhaltsverzeichnis 
  V 
E.4.3.1  Propargyltriflat (29).........................................................................................90 
E.4.3.2  5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]propinylselenonio]-5‘-desoxyadenosin 
(SeAdoPropin, 26) ............................................................................................91 
E.4.4.1  3-Azidobenzylalkohol (52)..............................................................................91 
E.4.4.2  3-Azidobenzylmesylat (53) .............................................................................92 
E.4.4.3  5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]-3-azidobenzylsulfonio]-5‘-
desoxyadenosin (AdoAzidoBenz, 45) ..............................................................93 
E.4.4.4  5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]-3-azidobenzylselenonio]-5‘-
desoxyadenosin (SeAdoAzidoBenz, 46) ..........................................................94 
E.4.4.5  4-Azidobenzylalkohol (49)..............................................................................94 
E.4.4.6  4-Azidobenzylmesylat (47) .............................................................................95 
E.4.5.1  4-(tert.-Butoxycarbonylamino)-2-butin-1-ol (76) ...........................................96 
E.4.5.2  4-(tert.-Butoxycarbonylamino)-2-butinyl-1-(4'-nitrobenzolsulfonat) (77) .....96 
E.4.5.3  5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]-4-amino-2-butinylsulfonio]-5‘-
desoxyadenosin (AdoButinAmin, 64) ..............................................................97 
E.4.5.4  AdoBiotinPeptid (66) ......................................................................................98 
E.4.6.1  4-(5'-Hexinamido)-2-butin-1-ol (79) ...............................................................98 
E.4.6.2  4-(5'-Hexinamido)-2-butinyl-1-(4'-nitrobenzolsulfonat) (80) .........................99 
E.4.6.3  AdoHexin (65)...............................................................................................100 
E.4.6.4  AdoBiotinKlick (67)......................................................................................101 
E.4.7.1  2-Azidoethanol (42).......................................................................................102 
E.4.7.2  2-Azidoethyltriflat (43) .................................................................................102 
E.4.7.3  5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]azidoethylselenonio]-5‘-desoxyadenosin 
(SeAdoEthAzid, 37) .......................................................................................103 
E.4.8.1  3-Azidopropanol (41) ....................................................................................103 
E.4.8.2  3-Azidopropyltriflat (44) ...............................................................................104 
E.4.8.3  5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]azidopropylselenonio]-5‘-
desoxyadenosin (SeAdoPropAzid, 34)...........................................................104 
E.4.9.1  4-(2'-Furanmethylenamido)-2-butin-1-ol (74)...............................................105 
E.4.9.2  4-(2'-Furanmethylenamido)-2-butinyl-1-(4'-nitrobenzolsulfonat) (75).........106 
E.4.9.3  AdoFuranamid (63) .......................................................................................106 
E.4.10  5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]vinylbenzylselenonio]-5‘-
desoxyadenosin (SeAdoStyrol, 55) ................................................................107 
E.4.11.1 2-Methyl-2-propenyltriflat (58)......................................................................108 
E.4.11.2 5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]methylpropenylselenonio]-5‘-
desoxyadenosin (SeAdoMePropen, 54) .........................................................108 
E.4.12.1 4-Amino-2-butin-1-ol (61) .............................................................................109 
E.4.12.2 4-[(tert.-Butoxycarbonylamino)butanamido]-2-butin-1-ol (69).....................109 
Inhaltsverzeichnis   
VI 
E.4.12.3 4-[4-(tert.-Butoxycarbonylamino)butanamido]-2-butinyl-1-(4'-
nitrobenzolsulfonat) (70)................................................................................ 110 
E.4.12.4 5'-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]-4-[4-aminobutanamido]-2-
butinylsulfonio]-5'-desoxyadenosin (AdoGABA, 21) ................................... 111 
E.4.12.5  5'-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]-4-[4-aminobutanamido]-2-
butinylselenonio]-5'-desoxyadenosin (SeAdoGABA, 59)............................. 112 
E.5 Stabilität von AdoMet-Analoga ................................................113 
E.5.1 Stabilität von AdoButinAmin (64) und AdoHexin (65) ................................ 113 
E.5.2 Stabilität von SeAdoPropin (26) ...............................................113 
E.6 Enzymatische Reaktionen..........................................................113 
E.6.1 Restriktions-Modifikations-Tests mit λ-DNA............................................... 113 
E.6.2.1 Elektrophoretische Mobilitätsänderung der DNA mit Biotin-Cofaktoren 66, 67 
und M.TaqI auf pUC19-DNA....................................................................... 115 
E.6.2.2 Elektrophoretische Mobilitätsänderung der DNA mit Biotin-Cofaktoren 66, 67 
und M.BseCI auf pBR322-DNA .................................................................. 116 
E.6.2.3 Untersuchung der Aktivität von M.TaqI mit Biotin-Cofaktor 66 durch 
elektrophoretische Mobilitätsänderung......................................................... 117 
E.6.2.4 Untersuchung der benötigten Menge an Streptavidin für die elektrophoretische 
Mobilitätsuntersuchung ................................................................................ 117 
E.6.3 Photoaktivität von AdoAzidoBenz (45)......................................................... 117 
E.6.4 Vernetzungsexperimente mit M.TaqI und AdoAzidoBenz (45) auf pUC19-
DNA............................................................................................................... 118 
E.6.5 Vernetzungsexperimente mit M.BseCI und AdoAzidoBenz (45) auf pBR322-
DNA............................................................................................................... 118 
LITERATUR .......................................................................................................119 
DANKSAGUNG ...................................................................................................127 
 
  Abkürzungsverzeichnis 
  VII 
Abkürzungsverzeichnis 
A Adenin, 2‘-Desoxyadenosin 
Abb. Abbildung 
AdoHcy S-Adenosyl-L-homocystein 
AdoMet S-Adenosyl-L-methionin 
Äq. Moläquivalente 
ATP Adenosintriphosphat 
Az N-Adenosylaziridin 
bp Basenpaar(e) 
BSA Rinderserum-Albumin (bovine serum albumine) 
C Cytosin, 2‘-Desoxycytidin 
CDI Carbonyldiimidazol 
CuAAC kupferkatalysierte 1,3-dipolare Azid-Alkin-Cycloaddition 
Dam DNA-Adenin-Methyltransferase 
DC Dünnschichtchromatographie 
dc-AdoMet decarboxyliertes S-Adenosyl-L-methionin 
DCM Dichlormethan 
DMF Dimethylformamid 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonucleinsäure (deoxyribonucleic acid) 
DTT Dithiothreitol 
ε Extinktionskoeffizient 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure (ethylendiaminetetraacetic acid) 
Abkürzungsverzeichnis   
VIII 
ESI Elektrospray-Ionisation 
G Guanin, 2‘-Desoxyguanosin 
h   Stunden(n) 
H3K9-MTase  Histon 3-Lysin 9-Methyltransferase 
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-2-ethansulfonsäure 
hmC  5-Hydroxymethylcytosin  
hnRNP K Heteronucleares Ribonucleoprotein K 
HOAc Essigsäure 
rp-HPLC Umkehrphasen-Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (reversed-phase 
high performance liquid chromatography) 
HR-ESI-MS  hochaufgelöste Elektrospray-Ionisation Massenspektrometrie 
kDa  kilo Dalton 
λ  Wellenlänge 
M.BcnIb  DNA-Cytosin-N4-MTase aus Bacillus centrosporus RFL1 
M.BseCI  DNA-Adenin-N6-MTase aus Bacillus stearothermophilus 
M.HhaI DNA-Cytosin-C5-MTase aus Haemophilus haemolyticus 
M.RsrI  DNA-Adenin-N6-MTase aus Rhodobacter sphaeroides 
M.SssI  DNA-Cytosin-C5-MTase aus Spiroplasma species Stamm MQ1 
M.TaqI DNA-Adenin-N6-MTase aus Thermus aquaticus 
MAT Methionin-Adenosyl-Transferase 
mC  5-Methylcytosin  
min Minute(n) 
Mol.-Gew. Molekulargewicht in g/mol 
MS Massenspektrometrie bzw. -spektrum 
MTA 5’-Methylthio-5’-desoxyadenosin 
mTAG  methyltransferase-directed Transfer of Activated Groups  
  Abkürzungsverzeichnis 
  IX 
MTase Methyltransferase 
NEB New England Biolabs 
NHS N-Hydroxysuccinimid 
NMR Magnetische Kernresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance) 
ODN Oligodesoxynucleotid 
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline ) 
Pi ortho-Phosphat 
PPi Pyrophosphat 
ppm Teile pro Million (parts per million) 
PRMT Protein-Arginin-Methyltransferase 
PVP Polyvinylpyridin 
Q Verhältnis zwischen zwei Wellenlängen 
R/M-System Restriktions-Modifikations-System 
REase Restriktionsendonuclease 
RF release factor 
Rf Retentionsfaktor 
RNA Ribonucleinsäure (ribonucleic acid) 
rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 
RT Raumtemperatur  
SeAdoHcy Se-Adenosyl-L-selenohomocystein 
SeAdoMet Se-Adenosyl-L-selenomethionin 
SMILing DNA  Sequenzspezifisches Methyltransferase-Induziertes Labeling von DNA 
 spectroscopy) 
T Thymin, 2‘-Desoxythymidin 
TAMRA Tetramethylrhodamin 
Abkürzungsverzeichnis   
X 
TeAdoMet Te-Adenosyl-L-telluromethionin 
TFA Trifluoressigsäure (trifluoroacetic acid) 
THF Tetrahydrofuran 
THPTA tris -(Hydroxypropyltriazolylmethyl)amin 
TON Einheit der Enzymaktivität (turnover number) 
tR Retentionszeit 
Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
U Uracil, Uridin 
UV-Vis Spektralbereich von 200 – 800 nm 
ÜZ Übergangszustand 
x -fach
  Abkürzungsverzeichnis 
  XI 
Drei- und Einbuchstaben-Code für l-Aminosäuren 
 
Ala A Alanin 
Arg R Arginin 
Asn N Asparagin 
Asp D Asparaginsäure 
Cys C Cystein 
Gln Q Glutamin 
Glu E Glutaminsäure 
Gly G Glycin 
His H Histidin 
Ile I Isoleucin 
Leu L Leucin 
Lys K Lysin 
Met M Methionin 
Phe F Phenylalanin 
Pro P Prolin 
Ser S Serin 
Thr T Threonin 
Trp W Tryptophan 
Tyr Y Tyrosin 
Val V Valin 
 
Mutanten werden mit dem Namen des Wildtypenzyms, gefolgt von der Mutationsstelle 
bezeichnet. Der erste Buchstabe gibt die ersetzte Aminosäure an, die folgende Zahl die 
Position und der zweite Buchstabe die eingefügte Aminosäure. M.TaqI V21G bezeichnet also 
eine M.TaqI-Mutante, bei der Valin in Position 21 durch ein Glycin ersetzt ist. 
 XII 
  A.1   S-Adenosyl-L-methionin 
  1 
A  Einleitung 
A.1 S-Adenosyl-L-methionin 
S-Adenosyl-L-methionin (AdoMet, 1) ist nach Adenosintriphosphat (ATP) der am häufigsten 
vorkommende Cofaktor für enzymatische Reaktionen. AdoMet (1), kann zur Übertragung 
einer Vielzahl von chemischen Gruppen genutzt werden und ist an fast ebenso vielen 
biochemischen Reaktionen in Zellen beteiligt wie ATP (Geller et al., 1997). AdoMet (1) 
wurde 1953 von Giulio Cantoni entdeckt (Cantoni, 1952) und kommt in den Zellen aller 
Organismen vor. 
A.1.1 Funktion von AdoMet (1) in biologischen Systemen 
Beinahe sämtliche Methylierungsreaktionen in biologischen Systemen werden von AdoMet-
abhängigen Enzymen katalysiert (Cantoni, 1975). N5-Methyltetrahydrofolat und 
Methylcobalamin werden in der Natur wesentlich weniger in Methylgruppenübertragungs-
Reaktionen verwendet. AdoMet (1) ist jedoch nicht nur Methylgruppendonor. Jede der drei S-
C-Bindungen am Sulfoniumzentrums ist durch die positive Ladung für einen nucleophilen 
Angriff aktiviert. Folglich kann der Methyl-, 3-Amino-3-carboxypropyl-, Adenosyl- oder 3-
Aminopropylrest von verschiedenen Enzymen übertragen werden (Schema 1). Nach der 
Übertragung bildet sich ein stabiler Thioether, der thermodynamisch günstiger ist.  
 
Schema 1: Struktur des Cofaktors AdoMet (1) und von ihm übertragbare chemische 
Gruppen. 
AdoMet (1) ist ein chirales Molekül und nur das am Sulfoniumzentrum S-konfigurierte 
Epimer ist in der Lage eine Methylgruppe zu übertragen. Einige Methyltransferasen (MTasen) 
werden durch das (R)-Epimer inhibiert (Borchardt et al., 1976).  
A.1.2  Enzymatische Synthese von AdoMet 
Wie der Name schon andeutet, wird S-Adenosyl-L-methionin (1) im Organismus aus  
L-Methionin und Adenosintriphosphat durch die Methionin-Adenosyl-Transferase (MAT, 
alternative Bezeichnung SAM-Synthetase, EC 2.5.1.6) (Markham et al., 1980) hergestellt 
A   Einleitung   
2 
(Schema 2). Die Abgangsgruppe der nucleophilen Substitution am C5’ ist Triphosphat, 
dessen Hydrolyse zu Pyrophosphat (PPi) und Phosphat (Pi) die Triebkraft der Reaktion liefert. 
Wie AdoMet (1) selbst kommt die MAT in allen Lebewesen, meist in mehreren Isozymen vor 
(Tabor et al., 1984). MAT ist nicht kommerziell erhältlich und wird für den Laborgebrauch 
aus Bäckerhefe gewonnen oder in E. coli überexprimiert.  
Der große Vorteil enzymatischer gegenüber chemischen Synthesen von AdoMet (1) besteht 
darin, dass ausschließlich das biologisch aktive (S)-Epimer entsteht. Cofaktor-Analoga mit 
verlängerten Seitenketten größer als Ethyl oder Propyl können mit der MAT jedoch nicht 
dargestellt werden, da das Enzym eine hohe Substratspezifität aufweist. Des Weiteren wird 
die MAT durch das Produkt ab einer Konzentration von 1 mM inhibiert. Die Zugabe von 
Natriumtosylat ist nötig, um höhere Konzentration bei der enzymatischen Synthese zu 
erreichen (Park et al., 1996). 
 
 
Schema 2: Enzymatische Synthese des Cofaktors AdoMet (1) durch die Methionin-
Adenosyl-Transferase (MAT). 
A.1.3  Chemische Synthese von AdoMet 
S-Adenosyl-L-homocystein (AdoHcy, 2) reagiert in saurer Lösung mit dem 
Alkylierungsmittel Methyliodid regioselektiv zu AdoMet (1) (Schema 3). Durch die Säure 
werden alle nucleophilen Stickstoffpositionen und die Carboxylgruppe protoniert und stehen 
für einen nucleophilen Angriff nicht mehr zur Verfügung. Das Schwefelatom ist somit das 
einzig verbleibende Nucleophil. 
 
Schema 3: Chemische Synthese von AdoMet (1). 
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Bei einer Gesamtausbeute von 69-87% wird etwas mehr (R)-Epimer als (S)-Epimer 
(Verhältnis 60:40) gebildet (Borchardt et al., 1976; Matos et al., 1987). Die Ausbeute ist 
durch den Zerfall des Produkts schon in der Reaktionsmischung limitiert  
(s. A.1.4). Es ist möglich die beiden Epimere durch Umkehrphasen-Hochleistungsflüssig-
keitschromatographie (rp-HPLC) voneinander zu trennen. Es gibt keine chemische Reaktion, 
die zu 100% das (S)-Epimer liefert, jedoch ist es möglich durch die Verwendung von 
Trimethylsulfoniumiodid als Alkylierungsmittel das Epimerenverhältnis zugunsten von (S)-
AdoMet zu beeinflussen. Die Ausbeute sinkt dabei aber auf 30% (Matos et al., 1987). 
A.1.4  Zerfallswege von AdoMet 
Die Reaktivität von AdoMet (1) macht das Molekül gleichzeitig instabil. Die drei S-C-
Bindungen am Sulfoniumzentrum können leicht gebrochen werden. Abhängig vom pH-Wert 
gibt es drei wichtige Zerfallswege (Schema 4). 
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Schema 4: Die drei Hauptzerfallswege von AdoMet (1) X = S, SeAdoMet (7) X = Se und 
TeAdoMet (8) X = Te. 
Zerfallsweg A: Bei leicht sauren pH-Werten liegt die Carboxylgruppe größtenteils 
deprotoniert vor und greift den γ-Kohlenstoff der Methioninseitenkette nucleophil an. In der 
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Folge spaltet sich α-Amino-γ-butyrolacton (3) ab, welches schließlich zu Homoserin (4) 
hydrolysiert. Als zweites Produkt bildet sich der stabile Thioether 5’-Desoxy-5’-
methylthioadenosin (5a, MTA). 
Zerfallsweg B: Bei pH-Werten kleiner 2 stellt die Epimerisierung am Sulfoniumzentrum den 
Hauptzerfallsweg dar. Von Zerfall kann gesprochen werden, da dies einen Verlust der 
biologischen Aktivität bedeutet.  
Zerfallsweg C: Bei neutralem oder basischem pH-Wert ist ein dritter Zerfallsweg von 
Bedeutung. Durch Deprotonierung der 5’-Position von AdoMet (1), wird in einer 
konzertierten Eliminierung Adenin (A) abgespalten. Die gebildete Vinylsulfonium-
Verbindung reagiert mit Wasser in einer Folgereaktion zu S-Pentosylmethionin (6a) 
(Hoffman, 1986).  
Das Selen-Analogon SeAdoMet (7) zerfällt nach den gleichen Wegen, allerdings mit 
unterschiedlicher Neigung. SeAdoMet (7) epimerisiert nicht so leicht wie AdoMet (1, 
Zerfallsweg B), und auch die Ylid-Bildung zu Se-Pentosylselenomethionin (6b) ist bei 
SeAdoMet (7) sehr langsam (Zerfallsweg C). Dies kann daran liegen, dass sich Selenonium-
Ylide aufgrund der ungleichen Größe der beteiligten Orbitale schlechter ausbilden können. 
Dagegen ist die nucleophile Substitution und der Zerfall zu 5’-Desoxy-5’-methyl-
selenoadenosin (5b) und Homoserin (4) bei SeAdoMet (7) 10-mal schneller (Wölcke, 1998) 
als bei AdoMet (1) und ist bei allen pH-Werten der dominierende Mechanismus 
(Zerfallsweg A). Daraus wird geschlossen, dass die Methylgruppe von SeAdoMet (7) 
gegenüber Nucleophilen reaktiver ist als die von AdoMet (1). TeAdoMet (8) ist dagegen 
stabil und ein Zerfall nach den drei Zerfallswegen wird nicht beobachtet (Dalhoff & 
Weinhold, 2008). Insgesamt zerfällt SeAdoMet (7) bei 60°C schneller als AdoMet (1) 
(Wölcke, 1998). 
 
A.2 Physiologische Bedeutung von Selen 
Selen ist für Säugetiere ein essentielles Spurenelement. Anorganische Selenverbindungen 
werden im Körper zu den Selen-Analoga von Methionin, Cystein, Cystin und Cystathion 
umgewandelt (Cantoni & Mudd, 1957). In wirksamer Form kommt Selen im Körper in 
verschiedenen Selenproteinen vor: Glutathionperoxidase, Iodthyronindeiodinase und Thio-
redoxinreductase. In diesen Proteinen ist L-Selenocystein vorhanden und wird durch das 
UGA-Stopp-Codon codiert wird (Zinoni et al., 1986). Durch die Glutathionperoxidase 
werden Peroxide, die für den Körper giftig sind, zu den entsprechenden Alkoholen reduziert, 
und das L-Selenocystein zur Selenylsäure oxidiert. Mit Hilfe des Tripeptids Glutathion wird 
das Enzym über die Zwischenstufe eines Selensulfids regeneriert, wobei oxidiertes Glutathion 
entsteht (Berg et al., 2003). 
Zu hohe Konzentrationen an L-Selenocystein wirken jedoch toxisch, da es statistisch an Stelle 
von L-Cystein in andere Proteine eingebaut wird und die Funktion der Proteine stört. Die 
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Redoxpotentiale der Systeme Selenol/Diselenid (E0 = -381 mV) und Thiol/Disulfid 
(E0 = -200 mV) unterscheiden sich sehr. Folglich sind auch Diselenidbrücken stabiler als 
Disulfidbrücken, welche für die Konformation der Proteine entscheidend sind (Besse et al., 
1997). Allerdings kann L-Selenomethionin (9) statt L-Methionin in Proteine eingebaut 
werden, ohne dass die Struktur oder Funktion dadurch gestört werden. Zu hohe 
Konzentrationen von L-Selenomethionin (9) sind dennoch toxisch, da es in L-Selenocystein 
umgewandelt wird. Bei Versuchstieren fungierte SeAdoMet (7) ebenfalls als Methyldonor, 
wie AdoMet (1), allerdings hatte es gleichzeitig toxische Wirkung (Pegg, 1969).  
 
A.3  AdoMet-Analoga 
A.3.1  Enzymatische Synthese von AdoMet-Analoga 
Die AdoMet-Analoga SeAdoMet (7) und TeAdoMet (8) konnten entsprechend zu AdoMet (1) 
mit AdoMet-Synthetasen enzymatisch hergestellt werden. Als Ausgangsstoff dienten L-
Seleno- und L-Telluro-methionin (Iwig & Booker, 2004). Hierbei zeigte sich, dass AdoMet-
Synthetasen L-Selenomethionin (9) sogar schneller als L-Methionin umsetzen (Dalhoff & 
Weinhold, 2008; Markham et al., 1980).  
Die Instabilität von SeAdoMet (7) und seine höhere Reaktivität in Methylierungsreaktionen 
im Vergleich zu AdoMet (1) bedingen einander. Durch die schwächere Se-C-Bindung im 
SeAdoMet (7) kann die DNA-MTase M.TaqI die Methylgruppe 10- bis 15-mal schneller als 
mit AdoMet (1) auf DNA übertragen als (Wölcke, 1998). Das Tellur-Analogon TeAdoMet (8) 
wird enzymatisch so gut wie nicht umgesetzt und folgerichtig zerfällt es auch kaum (Iwig & 
Booker, 2004). Einige AdoMet-Derivate wurden durch enzymatische Veränderungen im 
Nucleosidteil dargestellt (Markham et al., 1980; Dalhoff, 1999). 
Auf enzymatischem Wege lassen sich auch AdoMet-Analoga darstellen, die statt der 
Homocysteinseitenkette ein Dipeptid tragen. Die MAT aus E. coli überträgt ein Dipeptid mit 
N-terminalem Methioninrest auf ATP. Da sich nun kein α-Amino-γ-butyrolacton (3) mehr 
ausbilden kann, ist ein Zerfall nach Weg A (Schema 4) nicht mehr möglich. Die Stabilität 
dieser Analoga ist gegenüber AdoMet (1) erhöht (Dalhoff, 2005). 
Das Analogon mit verlängerter aliphatischer Seitenkette S-Adenosyl-L-ethionin (AdoEth, 10, 
Schema 6) kann in Hefe erzeugt werden, wenn dieser L-Ethionin zur Verfügung steht. Es 
wurde außerdem untersucht, ob Analoga zu AdoMet (1) mit gereinigten Enzymen hergestellt 
werden können, wenn L-Methionin gegen entsprechende Derivate ausgetauscht wird (Parks, 
1958; Schlenk et al., 1959). Verschiedene Varianten von MAT konnten mit L-Ethionin und 
ATP AdoEth (10) bilden. Doch je länger die Seitenkette wird, desto mehr sinkt die Aktivität 
der Enzyme. AdoEth (10) konnte also nur sehr langsam synthetisiert werden und S-Adenosyl-
L-propionin (AdoProp, 11) konnte nur noch mit einem speziellen Bakterienstamm erzeugt 
werden (Schlenk & Dainko, 1975). Das n-Butyl-Analogon und das i-Propyl-Analogon 
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konnten nicht mehr hergestellt werden. Auf enzymatischem Wege kann bis heute kein 
Analogon hergestellt werden, das mehr als drei Kohlenstoffatome in der Seitenkette trägt. 
A.3.2  Chemische Synthese von AdoMet-Analoga 
A.3.2.1 Selen-Analoga von AdoMet 
Selen-Analoga von AdoMet (1) sind interessant, da zu erwarten ist, dass Alkylgruppen von 
einem Selenoniumion besser übertragen werden als von einem Sulfoniumion. So ist z.B. 
bekannt, dass Trimethylselenoniumhydroxid ein besseres Alkylierungsmittel als Trimethyl-
sulfoniumhydroxid für Carbonsäuren, Thiole, Phenole und NH-Gruppen in aromatischen 
Heterocyclen ist (Yamauchi et al., 1979).  
Auch CH-acide Verbindungen wie β-Ketoester und 1,3-Dione können mit Selenoniumsalzen 
wie 5-Methyldibenzoselenophenium-tetrafluoroborat um eine Größenordnung schneller 
methyliert werden als mit dem Schwefel-Analogon. Der entscheidende Vorteil ist, dass die 
Methylierungen auch bei neutralen pH-Werten und in wässrigen Medien ablaufen (Winkler & 
Finck-Estes, 1989). 
SeAdoMet (7) wurde durch die Umsetzung von SeAdoHcy (12) mit Methyliodid dargestellt 
(Iwig & Booker, 2004). SeAdoEth (13) und SeAdo3Butin (14) (Martin, 2009) wurden durch 
die Umsetzung von 12 mit Ethyltriflat (15) bzw. 3-Butintriflat (16) synthetisiert (Schema 5). 
Die Entwicklung neuer selenhaltiger AdoMet-Analoga soll in dieser Arbeit vorgestellt 
werden.  
 
Schema 5: Chemische Synthese von SeAdoEth (13) und SeAdo3Butin (14). 
A.3.2.2  Aza-Analoga von AdoMet 
Es existieren auch AdoMet-Analoga, bei denen Schwefel gegen Stickstoff ausgetauscht 
wurde. Die Alkylierung von 5’-Methylamino-5’-desoxyadenosin mit einem Derivat der 
Glutaminsäure, bei dem die Carboxylgruppe der Seitenkette gegen Iod ausgetauscht wurde, 
lieferte das Azadesthio-Analogon AzaAdoMet, während die Alkylierung von 5’-Dimethyl-
amino-5’-desoxyadenosin MeAzaAdoMet lieferte (Thompson et al., 1996; 1999). Als recht 
nützliche Analoga, die am Adeninteil ein Reportermolekül tragen und damit für eine 
einstufige sequenzspezifische DNA-Markierung geeignet sind, haben sich Aziridin-
Cofaktoren erwiesen. N-Adenosylaziridin (Az) lässt sich durch Umsetzung von 5’-
Tosyladenosin mit Aziridin darstellen (Pignot et al., 1998). Zu Az existieren verschiedene 
Analoga, die an der 6-, 7- oder 8-Position über einen Linker gebundene Reportermoleküle wie 
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Biotin oder Fluorophore tragen (Abb. 1). An Biotin können in einem weiteren Schritt mit 
Streptavidin modifizierte Reportermoleküle, z.B. Quantendots gebunden werden (Kim et al., 
2012). 2003 wurde ein Az-Analogon synthetisiert, das einen Dansyl-Fluorophor trägt 
(Pljevaljcic et al., 2003). Mit dieser Methode konnte zum ersten Mal ein Fluorophor in einem 
Schritt sequenzspezifisch auf DNA übertragen werden. Etwas später wurde mit Hilfe eines 
Az-Cofaktors der Fluorophor Cy3 auf Plasmid-DNA übertragen, diese dann in lebende Zellen 
eingeschleust und durch Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Schmidt et al., 2008). Im 
Unterschied zu AdoMet (1), von dem nur die Methylgruppe übertragen wird, kuppeln DNA-
MTasen den gesamten Aziridin-Cofaktor mit der DNA. Die Zielnucleobase öffnet dabei 
nucleophil den Aziridinring und bindet diesen kovalent. Diese Methode zur 
sequenzspezifischen Übertragung von Reportermolekülen auf DNA wird SMILing DNA 
(Sequenzspezifisches Methyltransferase-Induziertes Labeling von DNA) genannt. Eine 
katalytische Umsetzung der Aziridin-Cofaktoren ist den MTasen aber nicht möglich, da sich 
diese nicht mehr aus dem Komplex mit dem kovalenten DNA-Cofaktor-Addukt (Bisubstrat-
Inhibitor) lösen können. Die DNA-MTase schafft folglich nur eine Umsetzung und muss in 
stöchiometrischen Mengen in den Ansatz gegeben werden. Um die modifizierte DNA zu 
isolieren, muss entweder das Enzym denaturiert oder in einer weiteren enzymatischen 
Reaktion abgebaut werden. (Pljevaljcic, 2002; Pljevaljcic et al., 2003, 2004; Schmidt, 2004). 
 
Abbildung 1: Struktur des AdoMet-Analogons N-Adenosylaziridin (Az) und verschiedener 
Derivate mit Biotin oder einem Fluorophor (Dansyl, Cy3). 
A.3.2.3  Analoga mit verlängerter aliphatischer Seitenkette 
AdoMet-Analoga, die eine verlängerte aliphatische Seitenkette tragen, konnten nicht durch 
den Einsatz der entsprechenden Alkyliodide als Alkylierungsmittel und AdoHcy (2) 
dargestellt werden (Matos et al., 1987). Erst durch die Aktivierung der entsprechenden 
Alkohole mit der besten bekannten Abgangsgruppe in nucleophilen Substitutionen, dem 
Trifluormethansulfonat, konnten die AdoMet-Analoga AdoEth (10) und AdoProp (11) mit 
20% Ausbeute (S-Epimer) erhalten werden (Schema 6, Dalhoff, 2005, 2006a, b). DNA-
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MTasen zeigen mit den Cofaktoren 10 und 11 nur eine sehr geringe Aktivität, die weiter 
abnimmt je länger die zu übertragene Seitenkette wird. Aus diesem Grund wurden keine 
weiteren Analoga mit aliphatischen Seitenketten synthetisiert (Dalhoff, 2005). AdoEth (10) 
und insbesondere AdoProp (11) sind aber sehr schlechte Cosubstrate für DNA-MTasen. 
 
Schema 6: Synthese von AdoMet-Analoga mit verlängerter aliphatischer Seitenkette. 
 
A.3.2.4  Prinzip der Doppelaktivierung 
Für die enzymatische Modifikationsreaktion von MTasen wird ein SN2-Mechanismus 
postuliert. Im Übergangszustand einer SN2–Reaktion wird das α-Kohlenstoffatom von sp3 
nach sp2 umhybridisiert. Es steht also ein p-Orbital senkrecht zu den σ-Bindungen, welches 
mit den p-Orbitalen einer benachbarten C-C-Mehrfachbindung konjugieren kann (Schema 7, 
Brückner, 2002). Dadurch wird der Übergangszustand energetisch günstiger, was wiederum 
die Reaktionsgeschwindigkeit gegenüber AdoMet-Analoga mit verlängerten aliphatischen 
Seitenketten erhöht. Cofaktor-Analoga, die eine C-C-Mehrfachbindung in β-Stellung zum 
Sulfoniumzentrum besitzen werden „doppeltaktiviert“ genannt, da sie zusätzlich zum 
Sulfoniumzentrum eine Mehrfachbindung zur Erhöhung der Reaktivität besitzen. 
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Schema 7: Postulierter Übergangszustand während des Gruppentransfers bei Cofaktoren 
mit verlängerter aktivierter Seitenkette (hier am Beispiel von AdoPropen, 17). 
Cofaktoren mit doppeltaktivierten Seitenketten sind leicht zugänglich durch Umsetzung von 
AdoHcy (2) mit Bromiden oder Trifluormethansulfonsäureestern der zu übertragenden 
Gruppen. Beispiele hierfür sind AdoPropen (17), AdoButin (18), AdoPropin (19) und 
AdoBenz (20) (Schema 8). 
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Schema 8: Synthese von AdoMet-Analoga mit verlängerter doppeltaktivierter Seitenkette. 
Doppeltaktivierte AdoMet-Analoga zeigen durchweg gute Aktivitäten mit DNA-MTasen und 
verhindern nicht die Freisetzung des Enzyms nach der Übertragung. Eine DNA-MTase ist 
folglich in der Lage mehrere katalytische Zyklen zu durchlaufen, was einen klaren Vorteil 
gegenüber Aziridin-Cofaktoren bedeutet. 
 
A.4 DNA 
Die Desoxyribonucleinsäure (DNA) enthält die genetische Information eines Organismus. Sie 
besteht aus einer Abfolge von Nucleotiden, die ihrerseits jeweils aus einer Base, 
2’-Desoxyribose und einer Phosphordiestergruppe aufgebaut sind. Die Phosphor-
diestergruppen sind an die 5’- und 3’-Hydroxylgruppen benachbarter  Nucleoside gebunden 
und bilden das hydrophile Rückgrat der DNA, das dem umgebenden Wasser zugewandt ist. 
Die hydrophoben Nucleobasen sind an die 1’-Kohlenstoffatome der 2’-Desoxyribose-
Einheiten gebunden und dem Wasser abgewandt. Sie liegen im Inneren der DNA-Doppelhelix 
und wechselwirken durch Wasserstoffbrückenbindungen miteinander. DNA besteht aus zwei 
einzelnen Strängen, die eine antiparallele rechtsgängige Doppelhelix ausbilden. In 
unmodifizierter DNA kommen nur die vier Nucleobasen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) 
und Thymin (T) vor. Durch Methylierung und Hydroxymethylierung von Cytosin existieren 
als fünfte und sechste Nucleobase 5-Methylcytosin (mC) und 5-Hydroxymethylcytosin 
(hmC). Zwei gegenüberliegende Nucleobasen bilden Ebenen senkrecht zur Helixachse aus. 
Dabei sind nur zwei komplementäre Basenpaare möglich: A paart nur mit T und C (oder mC 
bzw. hmC) paart nur mit G. Dieses Basenpaarungsmuster wird nach ihren Entdeckern als 
Watson-Crick-Basenpaarung benannt, die sowohl die Basenpaare als auch die 
Doppelhelixstruktur bereits 1953 vorhersagten (Abb. 2; Watson & Crick 1953). Die Röntgen-
strukturanalyse von kurzen DNA-Duplexen konnte diese Vorhersagen bestätigen (Dickerson 
et al., 1982; Drew et al., 1982). Zusätzlich zu den Wasserstoffbrückenbindungen wird die 
DNA durch die Basenstapelwechselwirkungen der pi-Systeme der Nucleobasen 
zusammengehalten. Eine Windung der Helix umfasst zehn Basen, die Helixstruktur 
wiederholt sich alle 3,4 nm. Der Durchmesser der Helix beträgt 2 nm. 
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Abbildung 2: Strukturen der von Watson und Crick vorgeschlagenen Basenpaare. 
Die Information ist in mehreren Ebenen auf der DNA gespeichert. Die erste Ebene, die 
genetische Information, bildet die Sequenz der Nucleobasen. Im menschlichen Genom bildet 
die CpG-Methylierung die zweite epigenetische Ebene der Informationsspeicherung. In 
anderen Organismen existieren zusätzlich andere sequenzspezifische Methylierungen. Durch 
diese zusätzliche Informationsebene wird z.B. fremde von zelleigener DNA unterschieden 
(Abschnitt A.5), die Genexpression reguliert und die Basenfehlpaarungsreparatur nach der 
DNA-Replikation gesteuert. 
 
A.5 DNA-Methyltransferasen 
Die sequenzspezifischen Methylierungen der DNA werden von DNA-MTasen katalysiert. 
Von dieser Enzymklasse sind mittlerweile ca. 13000 Mitglieder bekannt, die mehrere Hundert 
verschiedene Zielsequenzen abdecken. Die große Mehrheit dieser DNA-MTasen stammt aus 
Bakterien. DNA-MTasen benutzen AdoMet (1) als Methylgruppendonor und übertragen die 
Methylgruppe sequenzspezifisch auf die Zielbase, die sich oft in palindromischen 2-8 bp 
langen Sequenzen befindet (Schema 9). Die übertragenen Methylgruppen ragen in die große 
Furche der DNA hinein und können dort leicht von Proteinen, die mit der DNA interagieren, 
erkannt werden (Übersicht: Jeltsch, 2002). Es wird zwischen C-DNA-MTasen, die den 
Kohlenstoff an der 5-Position von Cytosin methylieren und N-DNA-MTasen, die die 
exocyclische Aminogruppe von Adenin oder Cytosin methylieren, unterschieden. Da die 
DNA-MTase die im Innern der Doppelhelix liegende Zielnucleobase nicht erreichen kann, 
wird diese von der DNA-MTase aus ihrer ursprünglichen Position herausrotiert und im 
aktiven Zentrum der DNA-MTase gebunden, sodass die Nucleobase methyliert werden kann. 
Dieser Mechanismus ist als Basenausklapp-Mechanismus (base flipping) bekannt (Übersicht: 
Cheng et al., 2001). AdoMet (1) wird im aktiven Zentrum gebunden, so dass die 
Methylgruppe in Richtung auf die Zielbase orientiert ist.  
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Schema 9: Methylierung von Adenin- und Cytosin-Resten innerhalb von DNA durch DNA-
MTasen.  
Bakterien besitzen oft eine Restriktionsendonuclease (REase), die die DNA schneidet und 
deren Erkennungssequenz dieselbe ist wie die der DNA-MTase. Ein solches Paar aus DNA-
MTase und kognater REase wird Restriktions-Modifikations-System (R/M-System) genannt. 
REasen schneiden die DNA jedoch nicht, wenn die Zielbase der DNA-MTase innerhalb der 
Erkennungssequenz methyliert ist. Diese R/M-Systeme nutzen Bakterien um sich vor 
Bakteriophagen zu schützen, indem die eingedrungene DNA, die nicht methyliert ist, 
geschnitten wird. Die zelleigene DNA kann jedoch auf Grund der Methylierung durch die 
DNA-MTase nicht geschnitten werden (Wilson & Murray, 1991; Bickle, 2004).  
A.5.1  M.TaqI 
Die DNA-Adenin-N6-MTase M.TaqI stammt aus dem thermophilen Bakterium Thermus 
aquaticus. Bei einer Länge von 421 Aminosäuren besitzt das Enzym ein Molgewicht von ca. 
48 kDa. Als Teil des R/S-Systems von Thermus aquaticus katalysiert es die Methylierung der 
exocyclischen Aminogruppe des Adenins innerhalb der Zielsequenz 5‘-TCGA-3‘ 
(McClelland, 1981, die Zielbase ist fett hervorgehoben). Mit M.TaqI wurde zum ersten Mal 
die dreidimensionale Struktur einer Adenin-spezifischen DNA-MTase durch Röntgenkristall-
strukturanalyse bestimmt (Labahn et al., 1994). Der base flipping Mechanismus wurde durch 
Kristallisation im Komplex mit einem Duplex-Oligodesoxynucleotid (Duplex-ODN) 
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nachgewiesen (Goedecke et al., 2001). Dies macht M.TaqI zur am besten charakterisierten N-
DNA-MTase. 
A.5.2  M.BseCI 
Die DNA-Adenin-N6-MTase M.BseCI stammt aus Bacillus stearothermophilus (Rina & 
Bouriotis., 1993). Aus 579 Aminosäuren aufgebaut besitzt M.BseCI ein Molekulargewicht 
von ca. 67 kDa. Als Teil des R/S-Systems von Bacillus stearothermophilus katalysiert es die 
Methylierung der exocyclischen Aminogruppe des zweiten Adenins innerhalb der 
Zielsequenz 5‘-ATCGAT-3‘. 
Die dreidimensionale Struktur von M.BseCI ist noch unbekannt, jedoch konnte sie rein und 
als Komplex mit kognater DNA kristallisiert und mit Röntgendiffraktometrie analysiert 
werden (Athanasiadis et al., 1997; Kapetaniou et al., 2007). 
A.5.3  M.RsrI 
Die DNA-Adenin-N6-MTase M.RsrI stammt aus dem Organismus Rhodobacter sphaeroides. 
Das Enzym besteht aus 319 Aminosäuren und besitzt ein Molekulargewicht von ca. 36 kDa. 
Als Teil des R/M-Systems von Rhodobacter sphaeroides katalysiert es die Methylierung der 
exocyclischen Aminogruppe des zweiten Adenins in der Erkennungssequenz 5‘-GAATTC-3‘. 
Die dreidimensionale Struktur wurde 2000 von Scavetta beschrieben (Scavetta et al., 2000). 
Ein base flipping Mechanismus gilt auf Grund von Versuchen von Szegedi (Szegedi et al., 
2000) als sehr wahrscheinlich. 
A.5.4  M.HhaI und Mutante Q82A/Y254S/N304A 
Die DNA-Cytosin-C5-MTase M.HhaI stammt aus Haemophilus haemolyticus. Sie besteht aus 
327 Aminosäuren und hat ein Molekulargewicht von ca. 37 kDa. Als Teil eines R/M-Systems 
katalysiert sie die Methylierung der C5-Position des ersten Cytosins innerhalb der Sequenz 
5‘-GCGC-3‘. M.HhaI war die erste DNA-MTase, deren dreidimensionale Struktur durch 
Röntgenkristallstrukturanalyse beschrieben wurde (Cheng et al., 1993). Auch der base 
flipping Mechanismus konnte an M.HhaI zum ersten Mal für eine DNA-MTase nachgewiesen 
werden (Klimasauskas et al., 1994). 1994 wurde er durch Cokristallisation mit einem 13 bp 
langen Duplex-ODN im Kristall und 2005 durch zeitaufgelöste Fluoreszenzmessungen mit 
Aminopurin bestätigt (Neely et al., 2005). 
Die Dreifach-Mutante der M.HhaI unterscheidet sich vom Wildtyp-Enzym in der 
Aminosäuresequenz an drei Positionen und wurde im Arbeitskreis von Prof. Klimasauskas, 
Vilnius entworfen. Ein Glutamin- und ein Asparaginrest wurden jeweils gegen einen 
Alaninrest und ein Thyrosin- wurde gegen einen Serinrest ausgetauscht. Diese Mutationen 
wurden vorgenommen um mehr Platz in der Cofaktor-Bindungstasche zu schaffen, wodurch 
die Mutante ein größeres Spektrum an AdoMet-Analoga akzeptiert (Lukinavičius et al., 
2012). 
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A.5.5 M.SssI und Mutante Q142A 
Der Wildtyp der DNA-Cytosin-C5-MTase M.SssI stammt aus Spiroplasma species Stamm 
MQ1. Aufgebaut aus 386 Aminosäuren hat es ein Molekulargewicht von ca. 44,3 kDa und 
katalysiert die Methylierung der C5-Position des Cytosins in der Sequenz 5‘-CG-3‘. Diese 
Sequenz ist in Eukaryonten das wichtigste Methylierungsmotiv (CpG), was M.SssI für die 
Forschung so interessant macht. Es ist nicht gesichert, ob M.SssI Bestandteil eines R/M-
Systems ist. Die dreidimensionale Struktur konnte bisher noch nicht bestimmt werden, ein 
base flipping Mechanismus konnte jedoch nachgewiesen werden.  
Die M.SssI Mutante Q142A unterscheidet sich vom Wildtyp-Enzym in der 
Aminosäuresequenz an der Position 142. Bei M.SssI befindet sich an dieser Stelle die 
Aminosäure Glutamin. In der M.SssI Mutante Q142A ist diese Aminosäure durch Alanin 
ersetzt. Es existiert ein Modell der M.SssI (Koudan et al., 2004), nachdem durch diese 
Mutation mehr Platz in der Cofaktor-Bindungstasche geschaffen wird, sodass die Mutante ein 
breiteres Spektrum an AdoMet-Analoga akzeptieren sollte. Es hat sich gezeigt, dass die 
Mutante Q142A doppelt aktivierte Cofaktor-Analoga (s. A.3.2.4) als Substrate akzeptiert, der 
Wildtyp jedoch nicht. 
A.5.6 M.BcnIb 
Die DNA-Cytosin-N4-MTase M.BcnIb ist Teil eines R/M-Systems von Bacillus centrosporus 
RFL1. Das Enzym ist aus 317 Aminosäuren aufgebaut und besitzt ein Molekulargewicht von 
ca. 37 kDa. Es katalysiert die Methylierung an der N4-Position des zweiten Cytosins in der 
Sequenz 5’-CCSGG-3’, wobei S entweder C oder G sein kann. In Bacillus centrosporus 
RFL1 kommt M.BcnIb immer zusammen mit der DNA-Cytosin-N4-MTase M.BcnIa vor, die 
sowohl doppelsträngige als auch einzelsträngige DNA modifizieren kann. Im Gegensatz zu 
M.BcnIb ist M.BcnIa jedoch für den Organismus entbehrlich (Merkiene et al., 1997; Vilkaitis 
et al., 2002). 
 
A.6 Markierungsverfahren mit MTasen und AdoMet-Analoga 
Zur Bestimmung der biologischen Funktion von Biopolymeren wie DNA, RNA und AdoMet-
Analoga ist es oft vorteilhaft, diese mit detektierbaren Stoffen wie Biotin oder Fluorophoren 
zu markieren. Mit Aziridin-Cofaktoren können Fluorophore (Pljevaljcic et al., 2003; Kim et 
al., 2012) durch DNA-MTasen mit DNA sequenzspezifisch gekuppelt werden (s. A.3.2.2). 
Der Nachteil dieser SMILing-Methode ist, dass die DNA-MTase nach der Übertragungs-
reaktion nicht von dem Kupplungsprodukt dissoziieren kann, d.h. jedes DNA-MTase-Molekül 
kann nur ein Cofaktor-Molekül umsetzen. Die Übertragungsreaktion ist also nicht katalytisch. 
Außerdem können die Aziridin-Cofaktoren nur schlecht durch RNA-und Protein-MTasen 
umgesetzt werden. Hierfür eignen sich die N-Lost-Analoga (Weller & Rajski, 2006) besser, 
da die positive Ladung am zentralen Stickstoffatom im Gegensatz zu Aziridin-Cofaktoren 
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unabhängig vom pH-Wert vorhanden ist. Protein-MTasen haben teilweise hohe pH-Wert-
Optima, bei denen Aziridin-Cofaktoren deprotoniert vorliegen, wodurch ihr Aziridinring nicht 
nucleophil angegriffen werden kann. 
In den Fällen, in denen keine Az-Cofaktoren verwendet werden können, muss auf zweistufige 
Markierungsverfahren mit den doppeltaktivierten AdoMet-Analoga zurückgegriffen werden, 
die alle nach einem Schema ablaufen. Mit Hilfe einer MTase und eines Cofaktors wird eine 
funktionelle Gruppe auf das gewünschte Biopolymer übertragen. Anschließend reagiert ein 
Reportermolekül in einer bioorthogonalen Reaktion selektiv mit dieser funktionellen Gruppe 
(Schema 10).  
 
Schema 10: Prinzip eines zweistufigen Markierungsverfahrens. 1. Das Biomolekül wird 
enzymatisch mit einer funktionellen Gruppe (grün) durch einen Cofaktor 
modifiziert. 2. Markierung mit einer Reportergruppe (Stern) in einer 
bioorthogonalen Reaktion. 
Ein Beispiel für ein solches Verfahren zur sequenzspezifischen Markierung von DNA ist das 
so genannte methyltransferase-directed Transfer of Activated Groups (mTAG). Lukinavičius 
modifizierte λ-DNA mit M.HhaI und dem AdoMet-Analogon AdoGABA (21, Abb. 3) und 
ließen die übertragene Aminogruppe mit dem NHS-Ester des Fluoreszenzfarbstoffs Cy5 bzw. 
Biotin-NHS (22) reagieren (Lukinavičius et al., 2007 b). Der um zwei Methylengruppen 
längere Cofaktor Ado-11-Amin (23) eignet sich ebenfalls und seine übertragene 
Aminogruppe wurde in einem ähnlichen Verfahren mit dem NHS-Ester des Fluoreszenz-
fabrstoffs Atto-647N umgesetzt. In einem weiteren Beispiel für mTAG wird ein Protein 
zunächst durch AdoEnIn (24) bzw. Hey-SAM (25) mit endständigen Alkingruppen 
modifiziert, die in einer anschließenden kupferkatalysierten Alkin-Azid 1,3-dipolaren 
Cycloaddition (CuAAC) mit azidmodifiziertem Biotin umgesetzt werden (Peters et al., 2010; 
Islam et al., 2011). Jedoch erfordern beide Verfahren die zwischenzeitliche Reinigung der 
DNA, die zeitintensiv ist. 
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Abbildung 3: Strukturen der Cofaktor-Analoga, mit denen zweistufige 
Markierungsverfahren durchgeführt wurden. Sie tragen terminale Alkine, eine 
Azidgruppe, Aminogruppen oder eine Ketogruppe.  
Für die chemische Markierung der modifizierten MTase-Substrate werden bioorthogonale 
Reaktionen benötigt. Eine solche Reaktion muss unter physiologischen Bedingungen 
ablaufen, d.h., sie muss auch mit kleinen Konzentrationen und bei Temperaturen bis 37°C, 
schnell und möglichst quantitativ ablaufen. Der pH-Wert sollte nicht extrem sein, und die 
Reaktion sollte nur mit funktionellen Gruppen ablaufen, die nicht in Biomolekülen 
vorkommen. Beispiele für solche Reaktionen sind die CuAAC, auch „Klickreaktion“ genannt, 
die 2001 unabhängig von M. Meldal und K. B. Sharpless entwickelt wurde (Tornøe et al., 
2002; Rostovtsev et al., 2002), die ringspannungsgetriebene 1,3-dipolare Cycloaddition 
zwischen einem Azid und einem Cyclooctinderivat und die Staudinger-Ligation zwischen 
einem Azid und einem Triphenylphosphinderivat. Doch nicht nur Azide können eingesetzt 
werden. Weitere oft verwendete Umsetzungen sind: 
Aldehyd oder Keton mit Hydrazid oder O-Hydroxylamin; Alken mit (Hetero-)Dien, Azirin, 
Nitriloxid oder mit einem zweiten Alken in einer Kreuzmetathese; Thiol mit Maleimid oder 
photochemisch mit Alken (Chen et al., 2011); aromatische Halogenide in Kreuzkupplungs-
reaktionen und Tetrazine mit gespannten Doppelbindungen, wie in Norbornen oder trans-
Cycloocten, in inversen Diels-Alder-Reaktionen (Schoch et al., 2010; Blackman et al., 2008). 
Darüber hinaus gibt es photoaktivierbare Gruppen, wie aromatische Azide und Diazirine, die 
sehr reaktive Spezies bilden und mit beinahe beliebigen Partnern reagieren. 
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Noch effizienter sind einstufige Markierungsverfahren. Es wäre daher interessant, doppelt-
aktivierte Cofaktor-Analoga zu synthetisieren, die das Reportermolekül direkt schon in der 
Seitenkette tragen. Ein solcher Cofaktor soll in dieser Arbeit entwickelt werden (s. C.7). 
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B Zielsetzung 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung neuer Analoga des natürlichen 
Cofaktors AdoMet (1), die drei unterschiedliches Funktionen erfüllen sollen.  
Im ersten Teil soll ein stabiler doppeltaktivierter Cofaktor entwickelt werden, der eine 
endständige Alkingruppe trägt, die durch DNA-MTasen sequenzspezifisch auf DNA 
übertragen werden kann. Im zweiten Schritt wird die übertragene Alkingruppe in einer 
CuAAC mit einem Azid-funktionalisierten Reportermolekül umgesetzt. Damit der Cofaktor 
von vielen MTasen akzeptiert wird, soll die Seitenkette einen möglichst geringen sterischen 
Anspruch besitzen. Der einfachste Cofaktor dieser Art (AdoPropin, 19) ist dafür aber 
ungeeignet, da er offensichtlich schnell unter physiologischen Bedingungen zerfällt. Da sich 
gezeigt hat, dass Cofaktoren, bei denen das Sulfoniumzentrum gegen ein Selenoniumzentrum 
ausgetauscht wurde, aktiver sind, soll nun analog dazu der Cofaktor SeAdoPropin (26) 
synthetisiert und die Aktivität verschiedener DNA-MTasen mit 26 in Modifikations-
Restriktionstests bestimmt werden. Daneben sollen andere AdoMet-Analoga mit weiteren 
funktionellen Gruppen (Azide, Alkene) hergestellt werden, die sich ebenfalls für das 
zweistufige Markierungsverfahren eignen.  
Im zweiten Teil soll ein Cofaktor synthetisiert werden, dessen übertragbare Gruppe durch 
Bestrahlen mit UV-Licht eine kovalente Bindung zur übertragenden DNA-MTase bildet. Ziel 
ist es einen kovalenten MTase-Substrat-Komplex mit gebundener Cofaktorseitenkette zu 
erzeugen und diesen durch Elektromobilitätstests nachzuweisen. Aromatische Azide bilden 
durch Bestrahlen mit UV-Licht unter Stickstoffabspaltung sehr reaktive Nitrene, welche 
praktisch mit jeder Aminosäure des Enzyms im aktiven Zentrum reagieren können. 
Cofaktoren mit aromatischen Seitenketten zeigen aufgrund der Doppelaktivierung sehr hohe 
Aktivitäten mit DNA-MTasen (Kröger, 2012). Deshalb soll hier ein AdoMet-Analogon 
entwickelt werden, das ein aromatisches Azid als Seitenkette trägt. 
Im dritten Abschnitt sollen AdoMet-Analoga entwickelt werden, die ein Reportermolekül, 
z.B. Biotin in einem Schritt auf DNA übertragen. Dies ist bis jetzt nur in zwei aufeinander 
folgenden Schritten möglich. Die Cofaktoren sollen also das Biotin schon in der Seitenkette 
tragen. Um eine ausreichende Reaktivität zu gewährleisten, sollen die Cofaktoren eine 
Mehrfachbindung in β-Stellung zum Sulfoniumzentrum tragen, also doppeltaktiviert sein. Die 
Synthese soll kostengünstig sein, d.h. es sollte kein großer Überschuss an Biotin oder einem 
anderen (oft teuren) Reportermolekül verwendet werden. Es wird die Strategie verfolgt, 
zunächst ein doppeltaktiviertes AdoMet-Analogon zu synthetisieren, welches eine 
funktionelle Gruppe trägt, an die das Biotin durch eine spezifische Reaktion im letzten 
Reaktionsschritt gekuppelt wird. Das erfolgreiche Übertragen von Biotin auf DNA soll dann 
durch Elektromobilitäts-Verschiebungs-Tests nachgewiesen werden. 
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C Ergebnisse und Diskussion 
C.1 SeAdoPropin (26) 
Da terminale Dreifachbindungen in Biomolekülen äußerst selten vorkommen, eignen sie sich 
sehr gut für bioorthogonale Reaktionen. Biomoleküle, die mit terminalen Dreifachbindungen 
modifiziert wurden, können anschließend mit beliebigen Molekülen, die eine Azidgruppe 
tragen, in einer kupferkatalysierten Klickreaktion verknüpft werden. Azidgruppen kommen in 
Biomolekülen ebenfalls so gut wie gar nicht vor, sodass Nebenreaktionen mit natürlichen 
Biomolekülen kaum zu erwarten sind. Der Wunsch, Biomoleküle an genau definierten 
Positionen mit terminalen Dreifachbindungen zu versehen, ist dementsprechend hoch. Dies 
konnte bisher mit Hilfe von MTasen und den AdoMet-Analoga AdoPropin (19) und AdoEnIn 
(24) erreicht werden. Allerdings ist die Seitenkette von AdoEnIn (24) durch die beiden 
konjugierten Mehrfachbindungen sehr unflexibel. Der hohe sterische Anspruch führt dazu, 
dass viele Wildtyp-MTasen AdoEnIn (24) als Cofaktor nicht akzeptieren, da sich die 
Seitenkette nicht gut in das jeweilige aktive Zentrum einpassen kann. Die aktiven Zentren 
vieler Enzyme bieten der verlängerten Seitenkette nicht viel Platz. Die Wahrscheinlichkeit, 
dass ein Cofaktor akzeptiert wird ist also höher, wenn die Seitenkette möglichst klein ist. Eine 
Verkürzung der Seitenkette von fünf auf drei C-Atome wie in AdoPropin (19) kann von 
Vorteil sein und dazu führen, dass mehr MTasen 19 als Cosubstrat akzeptieren. Das schon seit 
2005 (Dalhoff, 2005) bekannte Cofaktor-Analogon AdoPropin (19) eignet sich aber nur sehr 
bedingt als Alternative, da es unter physiologischen Bedingungen schneller durch 
Wasseranlagerung inaktiviert wird, als viele MTasen die Seitenkette übertragen können. Ein 
Lösungsansatz ist, die Reaktionsgeschwindigkeit zu erhöhen, indem das Sulfoniumzentrum 
durch ein Selenoniumzentrum ersetzt wird. Dieser Austausch hat schon bei anderen AdoMet-
Analoga zu einer Reaktivitätssteigerung geführt (Iwig et al., 2004). DNA-MTasen zeigen mit 
SeAdoMet (7) und SeAdoEth (13) schnellere Modifikationsreaktionen als mit deren 
Schwefelanaloga 1 und 10. Dies wird durch die längere Se-C-Bindung begründet, die 
schwächer ist als die S-C-Bindung. Die Seitenkette kann dann leichter durch nucleophile 
Substitution auf die Zielnucleobase oder die Zielaminosäure übertragen werden. Durch den 
Austausch soll die Übertragungsreaktion schneller als die Zerfallsreaktion werden. 
C.1.1 Synthese von SeAdoPropin (26) 
SeAdoHcy (12) wird, wie schon in einer früheren Arbeit beschrieben (Martin, 2009), analog 
zur Synthese von AdoHcy (2) hergestellt (Legraverend et al., 1976). Dabei wird zunächst  
L-(+)-Selenomethionin (9) durch Natrium in flüssigem Ammoniak reduktiv demethyliert 
(Zhou et al., 2000). Das gebildete L-Selenohomocystein (27) wird sofort mit 5’-Chloro-5’-
desoxyadenosin (28) in 0,9 M Natriumhydroxid-Lösung zum gewünschten Se-Adenosyl-L-
selenohomocystein (SeAdoHcy, 12) umgesetzt (Schema 11, erste Zeile). 
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Schema 11: Synthese von SeAdoPropin (26), ausgehend von L-Selenomethionin (9). 
PVP=Polyvinylpyridin 
Die Ausbeute nach Umkristallisation aus Methanol liegt bei 65% und die Struktur wird durch 
1H-NMR und ESI-MS bestätigt. 
Die Synthese von Propargyltriflat (29) wurde gemäß einer leicht abgeänderten Vorschrift von 
Ross et. al. (2000) durchgeführt (Schema 11, zweite Zeile). 29 konnte durch Umsetzung von 
Trifluormethansulfonsäureanhydrid mit Propargylalkohol (30) in guter Ausbeute (83%) 
dargestellt werden. Daher kann aufgrund der Zugabe von PVP sowohl auf ein Neutralisieren 
der Säure mit NaHCO3-Lösung als auch auf ein Trocknen über Magnesiumsulfat verzichtet 
werden. Das Produkt wurde mittels 1H-NMR analysiert und als das gewünschte Triflat 29 
identifiziert. Propargyltriflat (29) ist sehr stark aktiviert und hydrolysiert deshalb schnell an 
Luft. Dies zeigt sich auch im 1H-NMR. Da der entstehende Propargylalkohol (30) bei der 
Umsetzung mit SeAdoHcy (12) keine unerwünschten Nebenreaktionen verursacht, kann auch 
mit in geringem Umfang zerfallenem Triflat 29 weiter gearbeitet werden. 
Die Synthese von 5’-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]prop-2-inylselenonio]-5’-desoxyade-
nosin (SeAdoPropin, 26) wird analog der Synthese von AdoButin (18, Abschnitt A.3.2.4; 
Dalhoff, 2005, 2006b) durchgeführt. SeAdoHcy (12) wird mit Propargyltriflat (29) alkyliert 
(Schema 11, dritte Zeile). Als Lösungsmittel dient ein 1:1:1-Gemisch aus Ameisensäure, 
Essigsäure und Wasser, um alle nucleophilen Zentren im Molekül mit Ausnahme des Selens 
zu protonieren und auf diese Weise vor Alkylierung zu schützen. Die Depurinierung, die bei 
zu sauren pH-Werten auftritt, kann durch die Zugabe von Wasser unterdrückt werden. Dies 
war schon bei der Synthese von anderen Selen-Cofaktor-Analoga beobachtet worden (Martin, 
2009). Die einzige unerwünschte Reaktion bei der Synthese ist der langsame Zerfall des 
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Produkts. Es ist also wichtig, die Reaktion abzubrechen, sobald das SeAdoHcy (12) 
umgesetzt ist, um die maximale Ausbeute zu erhalten. Die Ausbeute liegt nach 15 min bei 
maximal 27%. Das Produkt entsteht als Epimerengemisch. Obwohl in manchen analytischen 
rp-HPLC-Läufen ein Doppelsignal (Verhältnis 1:1) ansatzweise zu erkennen ist, war es nicht 
möglich, die beiden Epimere am Selenoniumzentrum voneinander zu trennen. Dies muss bei 
der Angabe der Konzentration in biologischen Versuchen berücksichtigt werden, da nur das 
(S)-Epimer des AdoMet (1) biologische Aktivität besitzt und angenommen wird, dass dies 
auch für seine Analoga gilt (Dalhoff, 2005). Das Produkt wurde durch ESI-MS analysiert und 
anhand der Masse (m/z = 471 [M]+) als SeAdoPropin (26) identifiziert. In einer aktuellen 
Arbeit konnten mittlerweile die beiden Epimere getrennt werden (Bothwell et al., 2012). 
Es war unmöglich SeAdoPropin (26) so herzustellen und zu lagern, dass es nicht zu einem 
gewissen Teil wieder zum Selenoether zerfiel. Eine rp-HPLC-Analyse zeigt, dass 
SeAdoPropin-Lösungen nach dem Gefriertrocknen zu etwa 20% zerfallen sind. Die beste 
Bedingung das Cofaktor-Analogon zu lagern ist in TFA-saurer Lösung (pH 1,5) bei -20°C. 
Versuche, SeAdoPropin (26) als Salz der Picrolonsäure aus wässriger Lösung auszufällen 
blieben ohne Erfolg. Ebenso erfolglos waren Versuche die Cofaktor-Lösung durch Zugabe 
von Methansulfonsäure zu stabilisieren. Der Zerfall konnte im Vergleich zu TFA nicht besser 
unterdrückt werden. Zusätzlich musste die Methansulfonsäure im biochemischen Versuch 
wieder neutralisiert werden, was diesen unnötig erschwerte. 
C.1.2 Prinzip des Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests 
Ob ein Cofaktor-Analogon von einer DNA-MTase akzeptiert wird, kann in einem 
Modifikations-Restriktions-Aktivitätstest ermittelt werden. Dieser Test besteht aus der 
Kombination von zwei enzymatischen Reaktionen. In der Modifikationsreaktion wird die 
Seitenkette des Cofaktors mit Hilfe einer DNA-MTase sequenzspezifisch auf  λ-DNA 
(48502 bp) übertragen. In der Restriktionsreaktion wird die λ-DNA mit einer 
methylierungssensitiven Restriktionsendonuclease (REase), welche die gleiche Erkennungs-
sequenz wie die DNA-MTase besitzt, geschnitten. Die λ-DNA wird dann an allen Stellen 
geschnitten, die nicht alkyliert sind (Schema 12). Durch Agarose-Gelelektrophorese können 
die DNA-Fragmente nach ihrer Größe aufgetrennt werden. Bei einer vollständig geschützten 
DNA sollte sich demnach nur eine Bande zeigen, während bei einer nur teilweise geschützten 
oder ungeschützten DNA mehrere Banden sichtbar werden. Die minimal nötige 
Konzentration an DNA-MTase zum Vollschutz lässt sich eingrenzen, indem diese immer 
weiter erniedrigt wird. Ab einer bestimmten Konzentration werden mehrere Banden auf dem 
Agarosegel sichtbar, d.h. es können innerhalb der vorgegebenen Zeit nicht mehr alle 
Zielsequenzen durch Alkylierung geschützt werden. Je niedriger diese Grenzkonzentration ist, 
desto reaktiver ist die MTase mit dem Cofaktor-Analogon. Sind die Zielsequenzen im 
Überschuss zur DNA-MTase vorhanden, kann eine Umsatzzahl (turnover number, TON) 
größer eins abgeschätzt werden. 
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Schema 12: Prinzip des Modifikations-Restriktions-Tests zur Bestimmung der Reaktivität 
von DNA-MTasen mit AdoMet-Analoga.  
Um die Reaktivität des AdoMet-Analogons mit dem natürlichen System vergleichen zu 
können, werden bei jedem Test auch Konzentrationsreihen mit dem natürlichen Cofaktor 
AdoMet (1) gemacht. Daneben werden verschiedene Kontrollen durchgeführt, um 
ausschließen zu können, dass unerwünschte Nebenreaktionen ein falsches Ergebnis 
vortäuschen. Die erste Kontrolle K1 enthält unbehandelte λ-DNA, um sicher sein zu können, 
dass sie intakt ist. In der zweiten Kontrolle K2 wird λ-DNA mit DNA-MTase und REase 
inkubiert, da viele DNA-MTasen nach ihrer Präparation noch natürlichen Cofaktor enthalten 
können. Dies kann ausgeschlossen werden, wenn die DNA bei größter Enzymkonzentration 
aber ohne externen Cofaktor vollständig fragmentiert wird. Die dritte Kontrolle K3 enthält λ-
DNA und REase, womit gezeigt werden soll, dass die REase aktiv ist und die ungeschützte 
DNA fragmentieren kann. Schließlich werden noch Kontrollen K4-KN mit je einem zu 
testenden Cofaktor, λ-DNA und REase aber ohne DNA-MTase durchgeführt. Hierbei sollte 
das normale Fragmentierungsmuster zu sehen sein. Nicht fragmentierte λ-DNA könnte 
bedeuten, dass das Cofaktor-Analogon unspezifisch mit der λ-DNA reagiert hat, oder dass die 
Zugabe des Cofaktors die REase, z.B. durch Änderung des pH-Werts, inhibiert.  
C.1.3 DNA-MTasen im Test mit SeAdoPropin (26) 
Zunächst soll das Cofaktor-Analogon SeAdoPropin (26) mit verschiedenen DNA-Adenin-N6-
MTasen, DNA-Cytosin-C5-MTasen und einer DNA-Cytosin-N4-MTase in Modifikations-
Restriktions-Tests untersucht werden. Die Modifikationsreaktionen werden generell während 
1 h durchgeführt. Vierstündige Modifikationsreaktionen wie in früheren Arbeiten werden 
nicht mehr gemacht, da davon ausgegangen wird, dass die Cofaktor-Analoga in basischen 
Puffern nach 1 h bereits zerfallen können. 
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C.1.3.1 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.TaqI 
Das Ergebnis des Tests zeigt fünf geschützte Spuren gefolgt von einer Spur, in der die DNA 
nur sehr wenig fragmentiert ist (Abb. 4). Die Umsatzzahl von M.TaqI mit SeAdoPropin (26) 
ist 16 h-1 (bzw. 16-32 h-1, da die DNA in der sechsten Spur nur sehr wenig fragmentiert ist). 
Mit dem natürlichen Cofaktor AdoMet (1) ist M.TaqI 64-mal aktiver (TON = 1024 h-1). 
Im Versuch mit AdoPropin (19) zeigt sich dagegen keine Aktivität. Dies liegt daran, dass das 
Cofaktor-Analogon AdoPropin (19) unter den Reaktionsbedingungen sehr rasch Wasser an 
die Dreifachbindung addiert und dadurch inaktiviert wird (Peters et al., 2010, Islam, 2011). 
Dr. T. Kröger zeigte schon, dass AdoKeton (31), das sich durch Wasseranlagerung bildet, 
(Bothwell et al., 2012), nicht als Substrat für M.TaqI akzeptiert wird. Obwohl SeAdoPropin 
(26) strukturell sehr ähnlich aufgebaut ist, addiert es kein Wasser an die Dreifachbindung. Es 
zerfällt stattdessen viel langsamer zum Selenoether (s. C.1.4).  
AdoMet (1)  SeAdoPropin (26)  AdoPropin (19) Kontrollen 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0  1 2 3 4 5 6 7 8 9  1 2 3 4 5 6 
 
Abbildung 4: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.TaqI und AdoMet (1), bzw. 
SeAdoPropin (26) und AdoPropin (19). Die DNA-MTase-Konzentration ist in 
den ersten Spuren stöchiometrisch in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-
DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Kontrollen: K1: λ-DNA; K2: λ-DNA 
mit M.TaqI inkubiert K3: λ-DNA mit R.TaqI inkubiert; K4-K6: λ-DNA mit 
AdoMet (1), bzw. SeAdoPropin (26) oder AdoPropin (19) und danach mit 
R.TaqI inkubiert.  Der geschützte und der ungeschützte Bereich sind durch 
eine weiße Linie getrennt. Reaktionsbedingungen: Modifikation: λ-DNA 
(1,56 nM), (S)-AdoMet (1) (300 µM),  Cofaktor (600 µM, R/S-Gemisch), 
M.TaqI (0,2 µg, 209 nM, erste Spur), pH 7,9, 60°C, 1 h; Restriktion: R.TaqI 
(10 u), pH 8,0, 60°C, 1 h. 
Es wurden andere Versuchsbedingungen für die Modifikationsreaktion getestet, die nicht 
mehr den idealen Bedingungen für M.TaqI entsprechen. Unter diesen Bedingungen sollte 
AdoPropin (19) langsamer inaktiviert werden, was zu einer Netto-Reaktivitätssteigerung 
führen könnte. Die Temperatur wurde auf 37°C gesenkt oder der pH-Wert wurde auf 6 
erniedrigt. Dies hatte schon bei SeAdoEth (13) (Martin, 2009) zu einer relativen Reaktivitäts-
steigerung geführt. Auch die Kombination aus beidem wurde getestet. M.TaqI zeigte jedoch 
unter keiner dieser Bedingungen Aktivität mit AdoPropin (19). Dies legt nahe, dass die 
Inaktivierung zu schnell ist, und dass das Cofaktor-Analogon 19 schneller Wasser addiert als 
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es von der MTase umgesetzt werden kann. Der langsamere Zerfallsweg von SeAdoPropin 
(26) ist hier ein klarer Vorteil und gibt der MTase ausreichend Zeit die Propargylseitenkette 
zu übertragen. 
C.1.3.2 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.BseCI 
Wie auch M.TaqI ist M.BseCI nur mit SeAdoPropin (26) aktiv, nicht jedoch mit 
AdoPropin (19). Fünf Spuren sind mit SeAdoPropin (26) voll geschützt gefolgt von einer fast 
vollständig geschützten, was einer TON von 1,45-2,91 h-1 entspricht. Im Vergleich dazu ist 
die Aktivität mit AdoMet (1) viermal höher (TON = 5,8 h-1) (Abb. 5). Da bei den 
Aktivitätstests mit M.BseCI mit einem 11-fachen Überschuss an MTase gegenüber 
Zielsequenzen auf der λ-DNA in der ersten Spur begonnen wird, kann erst ab viereinhalb 
geschützten Spuren von einem echt katalytischen Umsatz werden mit einer TON > 1 
gesprochen werden. Die Umsatzzahl mit SeAdoPropin (26) liegt knapp darüber. 
AdoMet (1)  SeAdoPropin (26)  AdoPropin (19) Kontrollen 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  1 2 3 4 5 6 
 
Abbildung 5: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.BseCI und AdoMet (1), bzw. 
SeAdoPropin (26) und AdoPropin (19). Die DNA-MTase-Konzentration 
beträgt 11 Äq. in den ersten Spuren in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-
DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Kontrollen: K1: λ-DNA; K2: λ-DNA 
mit M.BseCI inkubiert K3: λ-DNA mit R.Bsu15I inkubiert; K4-K6: λ-DNA mit 
AdoMet (1), bzw. SeAdoPropin (26) oder AdoPropin (19) und danach mit 
R.Bsu15I inkubiert. Der geschützte und der ungeschützte Bereich sind durch 
eine weiße Linie getrennt. Reaktionsbedingungen: Modifikation: λ-DNA 
(1,56 nM), (S)-AdoMet (1) (300 µM), Cofaktor (600 µM, R/S-Gemisch), 
M.BseCI (0,34 µg, 255 nM, erste Spur), pH 7,4, 55°C, 1 h; Restriktion: 
R.Bsu15I (5 u), pH 7,9, 37°C, 1 h. 
C.1.3.3 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.HhaI Q82A/Y254S/N304A 
Bei der Mutante Q82A/Y254S/N304A der DNA-MTase M.HhaI, sind drei Aminosäuren im 
aktiven Zentrum ausgetauscht worden um dort mehr Raum für den erhöhten Raumbedarf der 
vergrößerten Seitenkette zu schaffen. Die Mutante ist mit dem Cofaktoranalogon 
SeAdoPropin (26) (TON = 3,2 h-1) sogar aktiver als mit dem natürlichen Cofaktor AdoMet 
(1) (TON = 1,6 h-1) (Abb. 6). Alle synthetischen Seitenketten der Cofaktoranaloga nehmen 
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mehr Raum ein als die kleinere Methylgruppe. In diesem speziellen Fall scheint die 
Propargylseitenkette mit ihrer Länge von drei C-Atomen genau in das aktive Zentrum der 
Mutante zu passen, wodurch die Übertragung der Seitenkette ermöglicht wird. Verglichen mit 
dem Wildtyp von M.HhaI, der keine Aktivität mit SeAdoPropin (26) besitzt, ist die 
Übertragungsgeschwindigkeit mit AdoMet (1) laut Literatur (Lukinavičius, 2012) um den 
Faktor 8 herabgesetzt. Wildtyp M.HhaI kann SeAdoPropin (26) nur sehr schlecht umsetzen, 
was aufgrund des sterischen Platzbedarfs verständlich ist. Wie bei den anderen getesteten 
MTasen auch, zeigte M.HhaI Q82A/Y254S/N304A praktisch keine Aktivität mit 
AdoPropin (19). 
AdoMet (1)  SeAdoPropin (26)  AdoPropin (19) Kontrollen 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  1 2 3 4 5 6  1 2 3 4 5 6 
 
Abbildung 6: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.HhaI Q82A/Y254S/N304A 
und AdoMet (1), bzw. SeAdoPropin (26) und AdoPropin (19). Die DNA-
MTase-Konzentration beträgt 10 Äq. in den ersten Spuren in Bezug auf die 
Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Kontrollen: 
K1: λ-DNA; K2: λ-DNA mit M.HhaI inkubiert K3: λ-DNA mit R.HhaI inkubiert; 
K4-K6: λ-DNA mit AdoMet (1), bzw. SeAdoPropin (26) oder AdoPropin (19) 
und danach mit R.HhaI inkubiert. Der geschützte und der ungeschützte 
Bereich sind durch eine weiße Linie getrennt. Reaktionsbedingungen: 
Modifikation: λ-DNA (1,56 nM), (S)-AdoMet (1) (300 µM), Cofaktor (600 µM, 
R/S-Gemisch), M.HhaI Q82A/Y254S/N304A (2,5 µg, 3,38 µM, erste Spur), 
pH 7,4, 37°C, 1 h; Restriktion: R.HhaI (10 u), pH 7,9, 37°C, 1 h. 
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C.1.3.4 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.BcnIb 
SeAdoPropin (26) scheint ein Substrat von M.BcnIb zu sein, auch wenn die Aktivität nicht 
sehr hoch ist. So ist die DNA-MTase mit AdoMet (1) (TON = 16 h-1) mindestens 16-mal 
reaktiver als mit SeAdoPropin (26) (TON ≤ 1 h-1) (Abb. 7). M.BcnIb muss mindestens 
stöchiometrisch in Bezug auf die Zielsequenzen zum Reaktionsansatz dazugegeben werden, 
um einen vollständigen Umsatz zu gewährleisten. In den Kontrollen dieses Gels ist die DNA 
nicht zu sehen, deshalb werden diese hier nicht gezeigt. 
AdoMet (1)  AdoPropin (19)  SeAdoPropin (26) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  1 2 3 4 5 6 7  1 2 3 4 5 6 7 
 
Abbildung 7: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.BcnIb und AdoMet (1), bzw. 
SeAdoPropin (26) und AdoPropin (19). Die DNA-MTase-Konzentration ist in 
den ersten Spuren stöchiometrisch in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-
DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Der geschützte und der 
ungeschützte Bereich sind durch eine weiße Linie getrennt. Reaktions-
bedingungen: Modifikation: λ-DNA (1,56 nM), (S)-AdoMet (1) (300 µM), 
Cofaktor (600 µM, R/S-Gemisch), M.BcnIb (0,13 µg, 178 nM, erste Spur), pH 
7,4, 37°C, 1 h; Restriktion: R.BcnI (10 u), pH 7,9, 37°C, 1 h. 
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C.1.3.5 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.RsrI 
M.RsrI gehört zu den eher langsamen DNA-MTasen. Selbst mit 33 Äq. in Bezug auf die Ziel-
sequenzen setzt M.RsrI den natürlichen Cofaktor 1 nur zweimal in 1 h um (TON = 0,06 h-1). 
Bemerkenswerterweise wird das Cofaktoranalogon SeAdoPropin (26) von der gleichen 
Enzymmenge einmal pro Stunde umgesetzt (TON = 0,03 h-1) (Abb. 8). AdoPropin (19) wird 
auch von M.RsrI nicht als Substrat akzeptiert. 
AdoMet (1)  AdoPropin (19)  SeAdoPropin (26) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 
Abbildung 8: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.RsrI und AdoMet (1), bzw. 
AdoPropin (19) und SeAdoPropin (26). Die DNA-MTase-Konzentration 
beträgt 33 Äq. in den ersten Spuren in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-
DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Der geschützte und der 
ungeschützte Bereich sind durch eine weiße Linie getrennt. 
Reaktionsbedingungen: Modifikation: λ-DNA (1,56 nM), (S)-AdoMet (1) 
(300 µM), Cofaktor (600 µM, R/S-Gemisch), M.RsrI (0,185 µg, 257 nM, erste 
Spur), pH 7,5, 37°C, 1 h; Restriktion: R.EcoRI (10 u), pH 7,5, 37°C, 1 h. 
C.1.3.6 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.SssI, M.SssI Q142A 
Diese beiden DNA-MTasen zeigten praktisch keine Aktivität mit SeAdoPropin (26) oder 
seinem Schwefel-Analogon 19. 
C.1.4 Stabilität von SeAdoPropin (26) 
Da die beiden Cofaktoranaloga AdoPropin (19) und SeAdoPropin (26) trotz der engen 
strukturellen Ähnlichkeit so stark unterschiedliche Aktivitäten mit DNA-MTasen haben, lohnt 
sich ein Blick auf die unterschiedlichen Stabilitäten, Zerfallswege und die damit verbundenen 
Halbwertszeiten. Unter sauren Bedingungen (pH-Wert 1,5) sind beide Cofaktoranaloga bei  
-20°C lange Zeit stabil. Interessanter ist die Stabilität unter physiologischen oder leicht 
basischen Bedingungen (und 37°C). Bislang wurde angenommen, dass alle Cofaktoranaloga 
unter solchen Bedingungen zum Thioether bzw. Selenoether zerfallen. Dieser ist deutlich 
unpolarer als die Ausgangsverbindung, und kann somit leicht in einem HPLC-
Chromatogramm entdeckt werden. So wurde lange Zeit angenommen, AdoPropin (19) sei 
stabiler als SeAdoPropin (26), da ersteres scheinbar viel langsamer zum Thioether zerfiel als 
letzteres zum Selenoether. Dieser Befund war jedoch mit den Ergebnissen der Aktivitätstest 
nicht in Einklang zu bringen, in denen SeAdoPropin (26) stets besser abgeschnitten hat als 
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sein Schwefel-Analogon 19. Die Zerfallswege der beiden Analoga wurden daher genauer 
untersucht (Abb. 9a, b).  
In den ESI-MS-Spektren von AdoPropin (19) (Abb. 9c) wurde ein [M+18]+-Signal gefunden, 
das nahe legt, dass der Cofaktor Wasser addiert hat. Das entstehende Cofaktoranalogon 
AdoKeton (31) (Bothwell et al., 2012, Lee et al., 2010) ist für eine Übertragungsreaktion mit 
M.TaqI (Kröger, persönliche Mitteilung) nicht geeignet. Die beiden Epimere von 
AdoPropin (19) lassen sich durch rp-HPLC trennen. Das Hydratisierungsprodukt von 
AdoPropin (19) hat auf der rp-HPLC die gleiche Retentionszeit wie das früher eluierende 
Signal von AdoPropin (19) selbst und kann von diesem nicht getrennt werden. Es ist deshalb 
auch unmöglich nur durch HPLC-Analyse zu bestimmen, ob der Cofaktor modifiziert ist oder 
nicht. Dies lässt sich allein durch MS bestimmen. Anders verhält es sich mit dem später 
eluierenden Signal. Nach 5 min Zerfallsdauer ist das Signal für das Hydratisierungsprodukt 
im Massenspektrum schon genauso groß wie das für AdoPropin (19) und nach 1 h ist das 
Signal für AdoPropin (19) verschwunden. Nur noch das Hydratisierungsprodukt ist 
nachweisbar. Daher kann abgeschätzt werden, dass die Halbwertszeit für AdoPropin (19) nur 
5 min beträgt. Die Hydratisierungsprodukte zerfallen dann langsam weiter zu den 
entsprechenden Thioethern. Obwohl SeAdoPropin (26) strukturell ähnlich aufgebaut ist wie 
AdoPropin (19), addiert sich kein Wasser an die Dreifachbindung. In den ESI-MS-Spektren 
war auch nach 1 h kein Hydratisierungsprodukt nachweisbar, sondern nur der Selenoether 
(Abb. 9d). Die Halbwertszeit wird auf 1,5 h geschätzt.  
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Abbildung 9: a) Zerfallsweg von AdoPropin (19) in HEPES-Puffer (pH 7,5), b) Zerfallsweg 
von SeAdoPropin (26) in HEPES-Puffer (pH 7,5), c) rp-HPLC-
Chromatogramme des Zerfalls des später eluierenden Epimers von 
AdoPropin (19), d) rp-HPLC-Chromatogramme des Zerfalls von SeAdoPropin 
(26) (R/S). 
a) 
b) 
c) 
d) 
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Die unterschiedlichen Zerfallswege  können durch den vorgeschlagenen Mechanismus der 
Hydratisierung erklärt werden. Sie läuft über ein Allen als Zwischenstufe (Bothwell, 2012). 
Damit sich dieses bilden kann, wird zunächst das sp3-C-Atom neben dem Sulfoniumzentrum 
deprotoniert und das terminale sp-C-Atom nach Elektronenverschiebung protoniert. 
Anschließend greift Wasser an dem mittleren sp-C-Atom an und nach Keto-Enol-
Tautomerisierung bildet sich AdoKeton (31). Die C-Atome neben einem Selenoniumzentrum 
sind deutlich weniger azide (Iwig & Booker, 2004), weshalb sich die Allen-Zwischenstufe bei 
SeAdoPropin (26) bei schwach basischen pH-Werten nicht ausbildet. 
C.1.5 Protein-MTasen im Test mit SeAdoPropin (26) 
In diesem Kapitel seien kurz einige Ergebnisse vorgestellt, die Dr. Sophie Willnow aus dem 
Arbeitskreis mit dem Cofaktor SeAdoPropin (26) erzielt hat. Damit soll verdeutlicht werden, 
wie breit das Spektrum an MTasen ist, die SeAdoPropin (26) als Cofaktor akzeptieren 
(Willnow, 2012). 
Bei den zweistufigen Markierungsverfahren, für Protein-MTasen, wird zunächst das Substrat 
(Histon H3, H4, Release Factor RF1 oder RF2) durch die Protein-MTase und 
SeAdoPropin (26) oder AdoEnIn (24) alkinyliert. In einem zweiten Schritt wird die terminale 
Dreifachbindung in einer CuAAC mithilfe von Cu(I) und den Liganden Prolin oder THPTA 
mit einem Azid-derivatisierten TAMRA (32) oder Biotin (33) markiert (Abb. 10a). Alternativ 
kann das Substrat auch durch den Cofaktor SeAdoPropAzid (34) mit einer Azidgruppe 
versehen werden und anschließend mit Alkin-derivatisiertem TAMRA (35) oder Biotin (36) 
versehen werden (s. C.2.3). 
In früheren Versuchen waren schon zweistufige Markierungsverfahren von Proteinen 
gelungen. Als Cofaktor wurde AdoEnIn (24) verwendet, allerdings war das Spektrum an 
Protein-MTasen nicht sehr breit. Durch Verkürzung der Seitenkette von fünf auf drei C-
Atome sollte der Cofaktor AdoPropin (19) von mehr MTasen akzeptiert werden. Dieser ist 
jedoch sehr instabil und zerfällt schneller, als die MTase die Propargylseitenkette übertragen 
kann, wodurch die Modifikationsausbeute drastisch herabgesetzt wurde. Lediglich für die 
Protein-MTase SETDB1 wurde eine Umsetzung beobachtet (Binda et al., 2011). Wie schon 
bei den DNA-MTasen gezeigt, sollte die Ausbeute durch den Einsatz des stabileren 
Analogons SeAdoPropin (26) erhöht werden. Deshalb wurde SeAdoPropin (26) sowohl mit 
AdoPropin (19) als auch mit AdoEnIn (24) hinsichtlich der Ausbeute der Alkinylierung 
verglichen (Abb. 10b).  
Die H3K9-MTase Clr4 katalysiert die Modifikation von Lysin an Position 9 im Histon 3 mit 
allen drei getesteten Cofaktoranaloga AdoPropin (19), SeAdoPropin (26) und AdoEnIn (24). 
Der direkte Vergleich der Markierungsausbeute nach CuAAC mit Biotin zeigt, dass nach 
30 min die Signalintensität mit SeAdoPropin (26) am höchsten ist (Abb. 10b). Dies lässt 
darauf schließen, dass SeAdoPropin (26) die Seitenkette am schnellsten überträgt und dass 
AdoPropin (19) sehr schnell zerfällt. Die Färbung wird nach 30 min nicht mehr wesentlich 
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intensiver. Nach 2 h ist jedoch die Färbung mit AdoEnIn (24) am intensivsten, was darauf 
zurückzuführen ist, dass AdoEnIn (24) der stabilste Cofaktor ist und auch am Ende der 
Reaktion sich noch genügend Cofaktor in der Lösung befindet.  
Auch die H3K9-MTase Dim-5 überträgt die Seitenkette von SeAdoPropin (26). Im direkten 
Vergleich mit AdoEnIn (24) zeigt sich, dass nach 1 h mehr Histon H3 markiert wird, als mit 
AdoEnIn (24). Beide Signale sind jedoch schwächer als die entsprechenden Signale mit Clr4 
(Abb. 10c). Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass der pH-Wert bei der Übertragungs-
reaktion einem großen Einfluss auf die Ausbeute hat. Der optimale pH-Wert für Clr4 ist 7,5 
während Dim-5 bei pH 9,8, bei dem die Cofaktoren viel schneller zerfallen, die höchste 
Reaktionsgeschwindigkeit besitzt. Unspezifische Reaktionen des Cofaktors mit dem Substrat 
ohne Enzym gibt es bei beiden Cofaktoren nicht. 
Auch verschiedene andere Wildtyp-Protein-MTasen akzeptieren SeAdoPropin (26) als 
Substrat. Die H3K9-MTase G9a und die H3K4-MTase Set7/9 sind mit SeAdoPropin (26) 
aktiver als mit AdoEnIn (24). Die Selbstmodifikation von Set7/9, die mit AdoEnIn (24) in 
Abwesenheit von Histon H3 Substrat auftritt, ist beim Ersatz des Cofaktors durch 
SeAdoPropin (26) zu vernachlässigen. 
 
 
Abbildung 10: a) Prinzip des zweistufigen Markierungsverfahrens von Proteinen mit einem 
Fluorophor oder Biotin (Willnow, 2012),  b) Vergleich der Markierungs-
effizienz der drei Cofaktoranaloga 19, 24 bzw. 26 mit Clr4,  
c) Vergleich der Markierungseffizienz mit Clr4 bzw. Dim-5 und 
SeAdoPropin (26) und AdoPropin (19) als Cofaktoren. Reaktions-
bedingungen: Modifikationsreaktion: 600 µM SeAdoPropin (26) bzw. 
AdoEnIn (24) , je 6,5 µM Clr4 bzw. Dim-5 und Histon H3, pH 7,5 (Clr4) bzw. 
9,8 (Dim-5), 20°C, 1 h; CuAAC: 1,2 mM TAMRA-Azid (32), 0,6 mM CuSO4, 
0,6 mM THPTA, 5 mM Natriumascorbat, RT, 1 h. 
Auch die Arginin-MTase PRMT1 akzeptiert SeAdoPropin (26), allerdings modifiziert 
PRMT1 nicht nur die Substrate H4 und hnRNP K, sondern auch sich selbst. Hier liegt kein 
Vergleich mit anderen Cofaktoren vor. Schließlich wurde die bakterielle Glutamin-MTase 
PrmC mit den Substraten RF1 und RF2 getestet. Mit AdoEnIn (24) findet Selbstmodifikation 
in großem Maße statt, und zusätzlich wird die Seitenkette auch in Abwesenheit von PrmC 
c) 
 
 
    b) 
 
 
    a) 
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übertragen. Mit SeAdoPropin (26) hingegen werden beide Substrate RF1 und RF2 ohne 
Hintergrundreaktion und Selbstmodifikation markiert. 
C.1.6 Zusammenfassung SeAdoPropin (26) 
Mit der einfachen Synthese des AdoMet-Analogons SeAdoPropin (26) ist es gelungen den 
kleinstmöglichen Cofaktor herzustellen, mit dem MTasen ein endständiges Alkin 
sequenzspezifisch auf ihre Substrate übertragen können. SeAdoPropin (26) wird von einem 
sehr breiten Spektrum an DNA-, RNA- und Protein-MTasen als Cofaktor akzeptiert. Die 
Aktivität der Enzyme ist stets höher als mit dem Schwefel-Analogon AdoPropin (19). Dies ist 
sowohl durch die höhere Reaktivität von Selenonium- im Vergleich zu Sulfonium-
verbindungen als auch durch einen langsameren Zerfall des Cofaktors unter basischen 
Bedingungen zu erklären. 
 
C.2 SeAdoEthAzid (37) und SeAdoPropAzid (34) 
Durch die beiden Cofaktoren SeAdoPropin (26) und AdoEnIn (24) ist es möglich, terminale 
Dreifachbindungen auf MTase-Substrate zu übertragen und an diesen eine CuAAC 
durchzuführen um azidmodifizierte Reportermoleküle zu binden (Willnow, 2012; 
Tomkuviene, 2012). Der umgekehrte Fall, bei dem Substrate durch MTasen und einem 
entsprechenden Cofaktor mit Azidgruppen modifiziert werden, und diese mit 
alkinmodifizierten Reportermolekülen reagieren, stellt eine interessante Variante dar. Dies 
könnte bei zwei aufeinander folgenden zweistufigen Markierungsverfahren von Nutzen sein, 
wenn an eine zweite Position ein anderes Reportermolekül gebunden werden soll. Um nun die 
Azidgruppen übertragen zu können, können zwei verschiedene Typen von Cofaktor-Analoga 
entwickelt werden. Kleine doppeltaktivierte Azid-Cofaktor-Analoga, bei denen das Azid in 
Konjugation zu einer Mehrfachbindung steht, sind wegen Umlagerungsreaktionen in der 
Seitenkette nicht herstellbar (Feldman, 2005). 2012 gelang es einer anderen Arbeitsgruppe ein 
doppeltaktiviertes Cofaktor-Analogon (Ab-SAM, 38) mit einem nicht konjugierten Azid zu 
synthetisieren Islam, 2012). Die Seitenkette konnte mit Mutanten der Protein-MTasen 
EuHTM1/2 auf eine Vielzahl von Substraten übertragen und in einer ringspannungs-
getriebenen 1,3-dipolaren Cycloaddition umgesetzt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wird 
jedoch versucht, möglichst kleine und flexible Cofaktor-Analoga mit aliphatischen Aziden in 
der Seitenkette zu synthetisieren. Die nötige Aktivierung soll durch Austausch des 
Sulfoniumzentrums durch ein Selenoniumzentrum erreicht werden.  
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C.2.1 Synthese von SeAdoEthAzid (37) und SeAdoPropAzid (34) 
 
Schema 13: Synthese der beiden Cofaktor-Analoga SeAdoEthAzid (37) und 
SeAdoPropAzid (34) ausgehend vom jeweiligen Chloralkohol 39, 40. 
Beide Cofaktor-Analoga werden ausgehend von dem Chloralkohol 39 bzw. 40 analog 
zueinander synthetisiert (Schema 13). In einem ersten Schritt wird das primäre Chlorid durch 
nucleophile Substitution gegen eine Azidgruppe ausgetauscht. Diese Reaktion verläuft für  
3-Azidopropanol (41) in besserer Ausbeute (74%) als für 2-Azidoethanol (42) (55%). Der 
Grund dafür ist wohl die höhere Lipophilie von 3-Azidopropanol (41), da in der Aufarbeitung 
das Produkt mit Dichlormethan aus der wässrigen Phase extrahiert wird.  
Im zweiten Schritt der Synthese wird die Alkoholgruppe als Triflat für die folgende 
nucleophile Substitution aktiviert. Diese Aktivierung wird analog zur Aktivierung von 
Propargylalkohol (30) (s. C.1.1) durchgeführt und verläuft mit befriedigenden bis guten 
Ausbeuten (65% für 2-Azidoethyltriflat (43), 80% für 3-Azidopropyltriflat (44)). Auch hier ist 
die längere Alkylkette des 3-Azidopropyltriflats (44) für eine höhere Ausbeute hilfreich, denn 
im letzten Arbeitsschritt muss das Lösungsmittel DCM abdestilliert werden. Je höher der 
Siedepunkt des Produkts liegt, desto weniger Substanz geht bei der Destillation verloren. Die 
Produkte wurden durch 1H-NMR als die gewünschten Triflate charakterisiert. 
Im letzten Syntheseschritt wird SeAdoHcy (12) mit dem Triflat zum Cofaktor umgesetzt, 
analog zu SeAdoPropin (26). Die Ausbeuten sind mit 15% für SeAdoEthAzid (37) und 19% 
für SeAdoPropAzid (34) vergleichbar mit anderen Selen-Cofaktor-Analoga. Die Cofaktor-
Analoga wurden durch HR-ESI-MS identifiziert. 
C.2.2 Aktivität mit DNA-MTasen 
In den Modifikations-Restriktions-Tests mit SeAdoEthAzid (37) bzw. SeAdoPropAzid (34) 
und den DNA-MTasen (M.TaqI, M.BseCI, M.HhaI, M.HhaI Q82A/Y254S/N304A, M.SssI 
Q142A, M.BcnIb) war in keiner Spur Vollschutz gegen die kognate REase zu erkennen. Die 
DNA-MTasen sind also mit den beiden Azid-Cofaktoren 37 bzw. 34 nicht aktiv. Die beiden 
Cofaktor-Analoga mit aliphatischer Seitenkette sind nicht durch eine C-C-Mehrfachbindung 
C   Ergebnisse und Diskussion   
32 
in β-Stellung zum Sulfoniumzentrum doppelt aktiviert. Zudem haben sie fünf bzw. sechs 
Atome in der Seitenkette, die übertragen werden soll. Der Einfluss der Länge der Seitenkette 
ist bei nicht-doppeltaktivierten Cofaktoren sehr stark. Während DNA-MTasen mit 
SeAdoMet (7) sehr aktiv sind, sind sie mit SeAdoEth (13) nur noch mäßig aktiv. Von 
AdoMet (1) hin zu AdoProp (11) nimmt die Aktivität mit zunehmender Länge der Seitenkette 
ebenfalls drastisch ab (Martin 2009; Dalhoff 2005). Der negative Einfluss der 
Seitenkettenlänge auf die Reaktivität kann also nicht aufgrund einer stärkeren Aktivierung 
durch das Selenoniumzentrum ausgeglichen werden. 
C.2.3 Aktivität mit der Protein-MTase Dim-5 
Die Aktivität der H3K9 MTase Dim-5 mit SeAdoEthAzid (37) und SeAdoPropAzid (34) 
wurde von Dr. Sophie Willnow in zwei Experimenten nachgewiesen, die hier kurz vorgestellt 
werden sollen (Willnow, 2012).  
In einer Modifikationsstudie wurde gezeigt, dass Dim-5 mit beiden Cofaktor-Analoga ein 
Testpeptid modifizieren kann, wobei die Reaktion mit SeAdoPropAzid (34) schneller verlief 
als mit SeAdoEthAzid (37). Dies ist etwas überraschend, da die Propylazid-Seitenkette die 
längere ist, und das aktive Zentrum von Dim-5 nicht viel Raum lässt. Eine mögliche 
Erklärung ist eine höhere Flexibilität der Propylazidseitenkette durch Rotation um drei anstatt 
zwei C-C-Einfachbindungen. Die Geschwindigkeit der Reaktion ist in etwa vergleichbar mit 
der von AdoEnIn (24). Dim-5 kann mit keiner der drei zuvor genannten Cofaktoren das 
Peptid vollständig markieren. Dies gelingt nur mit SeAdoPropin (26). Durch eine 
Inhibitionsstudie mit AdoMet (1) konnte gezeigt werden, dass die Markierungsreaktion 
enzymkatalysiert und nicht rein chemisch erfolgt. 
Im zweistufigen Markierungsverfahren (Abb. 10a, Abschnitt C.1.5) (Peters et al., 2010) wird 
zunächst die Seitenkette von SeAdoPropAzid (34) durch die Histon-MTase Dim-5 auf Histon 
H3 übertragen und anschließend mit Biotin-Alkin (36) in einer CuAAC verknüpft. Zum 
Vergleich wird der gleiche Versuch auch mit SeAdoPropin (26), dem schnellsten Cofaktor für 
die Modifikationsreaktion, und Biotin-Azid (33) durchgeführt.  
Überraschenderweise sind die beiden Signale für das Histon H3 in der Western Blot-Analyse 
gleich intensiv, d.h. Histon H3 wird durch beide Verfahren gleich gut markiert (Abb. 11). 
Dies widerspricht zwar den Ergebnissen aus den Modifikationsstudien, in denen Dim-5 das 
Substrat vollständig mit SeAdoPropin (26), jedoch unvollständig mit SeAdoPropAzid (34) 
modifizieren konnte, jedoch sind die Reaktionsbedingungen nun andere. Der Überschuss an 
Cofaktor-Analoga ist höher (92-fach statt 12-fach), die Reaktionszeit länger (4,5 h statt 1 h), 
es wird ein Protein statt ein Peptid modifiziert und die CuAAC könnte anders ablaufen, je 
nachdem, ob das Protein Azid- oder Alkin-funktionalisiert ist (Willnow, 2012). 
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Abbildung 11: Western Blot-Analyse des zweistufigen Markierungsverfahrens mit Dim-5 
und SeAdoPropAzid (34) und SeAdoPropin (26). Reaktionsbedingungen: 
Modifikationsreaktion: 600 µM SeAdoPropAzid (34) oder SeAdoPropin (26), 
je 6,5 µM Dim-5 und Histon H3, 20°C, 4,5 h; CuAAC: 1,2 mM Biotin-Alkin 
(36) bzw. Biotin-Azid (33), 0,6 mM CuSO4, 0,6 mM THPTA, 50 mM 
Natriumascorbat, RT, 1 h. Stern: Histon H3-Dimer. 
Analog dazu wurde ein (einstündiger) Versuch mit Histon-MTase Clr4 durchgeführt. Hier 
war das Signal mit SeAdoPropAzid (34) deutlich schwächer als das mit SeAdoPropin (14). 
Dies liegt wahrscheinlich an unterschiedlichen sterischen Ansprüchen der beiden Enzyme. 
C.2.4 Zusammenfassung SeAdoEthAzid (37) und SeAdoPropAzid (34) 
Die beiden AdoMet-Analoga SeAdoEthAzid (37) und SeAdoPropAzid (34) werden trotz der 
zusätzlichen Aktivierung durch das Selenoniumzentrum nicht von DNA-MTasen als Cofaktor 
akzeptiert. Dagegen sind einige Protein-MTasen mit beiden Cofaktoren 34 und 37 aktiv. Die 
Aktivierung durch Selen erhöht zwar die Übertragungsgeschwindigkeit im Falle einer 
Methylgruppe als Seitenkette um den Faktor 10 (Wölcke, 1998) und im Falle einer 
Ethylgruppe um den Faktor 4 (Martin, 2009). Bei längeren Seitenketten ist dieser Effekt 
jedoch nicht mehr messbar. So konnte die 3-Butinseitenkette, bei der die Dreifachbindung 
nicht in Konjugation mit dem Selenoniumzentrum steht, ebenfalls nicht auf DNA übertragen 
werden (Martin, 2009). Für längere Seitenketten ist eine Aktivierung durch eine 
Mehrfachbindung in β-Position zum Zentralatom unerlässlich.  
 
C.3 AdoAzidoBenz (45) und SeAdoAzidoBenz (46) 
Da die enzymatische Modifikation von DNA mit Azidgruppen durch die beiden Cofaktoren 
SeAdoEthAzid (37) und SeAdoPropAzid (34) mit aliphatischen Seitenketten nicht erfolgreich 
war, scheint eine zusätzliche Aktivierung des Cofaktors nötig zu sein. Cofaktoren mit 
aromatischer Seitenkette wie AdoBenz (20, Kröger, 2012), zeigen durchweg hohe 
Aktivitäten, daher liegt es nahe, einen Cofaktor zu synthetisieren, der die Azidgruppe an 
einem aromatischen Ring trägt. An den übertragenen Azidgruppen könnte dann durch 
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CuAAC ein Reportermolekül gebunden werden. Aromatische Azide haben die interessante 
Eigenschaft, bei Einstrahlen von UV-Licht Stickstoff abzuspalten und ein hochreaktives 
Nitren zu bilden. Diese Eigenschaft könnte bei der Strukturaufklärung von DNA-MTasen von 
Nutzen sein. 
Von den über 13000 heute bekannten und bei REBASE gelisteten DNA-MTasen (Roberts et 
al., 2005) und anderen MTasen, die RNA und Proteine modifizieren, ist von vielen die 
Struktur oder das aktive Zentrum nicht bekannt. Ein Lösungsansatz besteht darin, eine 
kovalente Bindung zwischen Substrat und MTase im Moment der Übertragung zu erzeugen. 
Dieser Substrat-MTase-Komplex könnte auf verschiedene Weise untersucht werden. Nach 
tryptischem Verdau des Enzyms kann massenspektrometrisch die Aminosäure nachgewiesen 
werden, die im aktiven Zentrum der Zielposition auf dem Substrat am nächsten ist und 
kovalent gebunden wurde. Die Struktur des gesamten Komplexes könnte nach dessen 
Isolation und Kristallisation durch Röntgenkristallographie untersucht werden. Außerdem 
könnten auf diese Weise unbekannte Substrate für MTasen identifiziert werden, indem sie 
nach erfolgter kovalenter Bindung an die MTase aus dem Zelllysat isoliert werden. Die 
kovalente Bindung kann z.B. durch Photoquervernetzung erzeugt werden. Da der Cofaktor 
mit einer Benzylgruppe, AdoBenz (20, Stecher, 2009; Kröger, 2012), sehr gut von der DNA 
MTase M.TaqI umgesetzt wird, stellt die Synthese eines Cofaktors mit einem aromatischen 
Azid eine viel versprechende Strategie dar. Nach enzymatischer Übertragung auf die DNA 
kann durch UV-Bestrahlung ein hochreaktives Nitren unter N2-Abspaltung erzeugt werden 
und mit einer Aminosäure im aktiven Zentrum reagieren. 
Zunächst wurde versucht eine Benzylgruppe mit einem Azid in para-Position in den Cofaktor 
einzuführen. Es gelang jedoch nur das para-Azidobenzylmesylat (47) aus para-
Aminobenzylalkohol (48) über para-Azidobenzylalkohol (49) herzustellen, nicht jedoch den 
Cofaktor para-AdoAzidoBenz (50). Dies ist damit zu erklären, dass der positive mesomere 
Effekt der Azidgruppe das Cofaktoranalogon durch Stabilisierung einer positiven Ladung am 
benzylischen C-Atom, so stark aktiviert, dass das Produkt sofort nach der Bildung wieder 
zerfällt. Eine Azidgruppe in meta-Position stabilisiert eine positive Ladung benzylischen C-
Atom jedoch nicht, was zu einer größeren Stabilität des Cofaktors führt.  
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C.3.1 Synthese von AdoAzidoBenz (45) 
 
Schema 14: Syntheseroute von AdoAzidoBenz (45) und SeAdoAzidoBenz (46) ausgehend 
von 3-Aminobenzylalkohol (51). 
Die Synthese von 3-Azidobenzylalkohol (52) wurde nach einer leicht abgeänderten 
Literaturvorschrift (Alajarín et al., 2006) ausgehend vom 3-Aminobenzylalkohol (51) mit 
einer Ausbeute von 91% durchgeführt. Die Aminogruppe wird durch eine Sandmeyerreaktion 
in ein Diazoniumsalz überführt, welches in einer Eintopfreaktion von Azid nucleophil 
substituiert wird. Das Produkt kristallisierte bei 4°C in roten Nadeln aus. Im nächsten 
Syntheseschritt wurde die Alkoholgruppe für einen nucleophilen Angriff aktiviert. Da sowohl 
das Triflat als auch das Nosylat sehr schnell zerfielen, wurde das weniger reaktive Mesylat 
gewählt. Das Mesylat 53 wurde durch Umsetzen mit Mesylchlorid in DCM in Anwesenheit 
von Triethylamin in 80% Ausbeute erhalten.  
Der Cofaktor 45 konnte durch Umsetzung von AdoHcy (2) mit 180 Äq.  
3-Azidobenzylmesylat (53) in 32% Ausbeute synthetisiert werden (Schema 14). Als 
Lösungsmittel wurde ein 1:1-Gemisch aus Ameisensäure und Essigsäure verwendet. Da das 
Alkylierungsmittel in Wasser gänzlich unlöslich ist, wurde auf die sonst übliche Zugabe von 
Wasser verzichtet. Dennoch stellte die Depurinierung, die bei anderen Cofaktorsynthesen 
auftrat, kein Problem dar. Bei der Aufreinigung durch rp-HPLC ist das Cofaktoranalogon 45 
leicht am UV-Verhältnis zu erkennen. Da der aromatische Ring ein zusätzliches 
Chromophorensystem ins Molekül bringt, unterscheidet sich das UV-Spektrum von allen 
anderen Cofaktoren. Das Verhältnis Q = λ260 / λ272 liegt bei über 2, während es für AdoHcy 
(2) und alle anderen AdoMet-Analoga bei ungefähr 1,78 liegt. Das Selen-Analogon 
SeAdoAzidoBenz (46) wird ausgehend von SeAdoHcy (12) auf analoge Weise in kürzerer 
Reaktionszeit synthetisiert. 
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C.3.2 Modifikations-Restriktions-Tests mit AdoAzidoBenz (45)  
C.3.2.1 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.TaqI und λ-DNA  
Die spezifischen Aktivitäten von M.TaqI mit den Cofaktoren AdoAzidoBenz (45) und 
SeAdoAzidoBenz (46) sind mit TON = 256 h-1 für 46 bzw. TON = 512 h-1 für 45 vergleichbar 
mit der spezifischen Aktivität von AdoBenz (20) mit einer TON = 256 h-1 (Abb. 12). Zu 
diesem Gel wurden keine Kontrollen durchgeführt. 
AdoMet (1)  SeAdoAzidoBenz (46)  AdoAzidoBenz (45) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
 
Abbildung 12: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.TaqI und AdoMet (1) bzw. 
SeAdoAzidoBenz (46) und AdoAzidoBenz (45). Die DNA-MTase-
Konzentration ist jeweils in der ersten Spur stöchiometrisch in Bezug auf die 
Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Der 
geschützte und der ungeschützte Bereich sind durch eine weiße Linie 
getrennt. Reaktionsbedingungen: Modifikation: λ-DNA (1,56 nM), (S)-AdoMet 
(1) (300 µM), Cofaktor (600 µM, R/S-Gemisch), M.TaqI (0,2 µg, 209 nM, 
erste Spur), pH 7,9, 60°C, 1 h; Restriktion: R.TaqI (10 u), pH 8,0, 60°C, 1 h. 
Die spezifischen Aktivitäten sind damit nur um den Faktor 16 bzw. 8 geringer als mit 
AdoMet (1) in einem parallel durchgeführten Experiment (TON = 4096 h-1). Obwohl die 
Seitenkette größer ist als bei SeAdoPropin (26) ist die MTase hier aktiver. Dies könnte damit 
erklärt werden, dass die beiden Cofaktoren 45 und 46 stabiler als SeAdoPropin (26) sind. 
AdoAzidoBenz (45) und SeAdoAzidoBenz (46) konnten beide nach der Synthese isoliert 
werden, ohne das ein Zerfall sichtbar ist, während SeAdoPropin (26) immer zu ca. 20% 
zerfallen war. Mit der größeren Stabilität unter Reaktionsbedingungen und der längeren 
Verfügbarkeit könnte auch die untypisch größere Aktivität mit dem Schwefel-Analogon 
gegenüber dem Selen-Analogon erklärt werden (Abb. 12).  
C.3.2.2 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.BseCI auf λ-DNA  
M.BseCI ist mit AdoAzidoBenz (45) beinahe so aktiv wie mit dem natürlichen Cofaktor 
AdoMet (1). Die Aktivitäten unterscheiden sich nur um den Faktor 2 (AdoMet (1):  
TON = 2,91 h-1, AdoAzidoBenz (45): TON = 1,45 h-1) (Abb. 13). M.BseCI zeigte mit 46 eine 
deutlich höhere Aktivität in einem Test, in dem die MTase in stöchiometrischer Menge in der 
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ersten Spur vorlag (TON = 16) (Abb. 14). Die MTase-Aktivität ist demnach mit 
SeAdoAzidoBenz (46) rund 4- bis 5-mal so hoch wie mit dem natürlichen Cofaktor AdoMet 
(1). Zu diesem Gel wurden keine Kontrollen durchgeführt. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  K1 K2 K3 K4 K5 
 
Abbildung 13: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.BseCI und AdoMet (1), bzw. 
AdoAzidoBenz (45). Die DNA-MTase-Konzentration beträgt 11 Äq. in den 
ersten Spuren in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von Spur 
zu Spur halbiert. Kontrollen: K1: λ-DNA; K2: λ-DNA mit M.BseCI und danach 
mit R.Bsu15I inkubiert; K3: λ-DNA mit R.TaqI inkubiert; K4-K5: λ-DNA mit 
AdoMet (1) bzw. AdoAzidoBenz (45) und danach mit R.TaqI inkubiert. Der 
geschützte und der ungeschützte Bereich sind durch eine weiße Linie 
getrennt. Reaktionsbedingungen: Modifikation: λ-DNA (1,56 nM), (S)-AdoMet 
(1) (300 µM), Cofaktor (600 µM, R/S-Gemisch), M.BseCI (255 nM, erste 
Spur), pH 7,4, 55°C, 1 h; Restriktion: R.Bsu15I (5 u), pH 7,9, 37°C, 1 h. 
 
 
Abbildung 14: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.BseCI und SeAdoAzidoBenz 
(46). Die DNA-MTase-Konzentration ist in der ersten Spur stöchiometrisch in 
Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. 
Der geschützte und der ungeschützte Bereich sind durch eine weiße Linie 
getrennt. Reaktionsbedingungen: Modifikation: λ-DNA (1,56 nM), (S)-AdoMet 
(1) (300 µM), Cofaktor (600 µM, R/S-Gemisch), M.BseCI (23 nM, erste Spur), 
pH 7,4, 55°C, 1 h; Restriktion: R.Bsu15I (5 u), pH 7,9, 37°C, 1 h. 
AdoMet (1)  AdoAzidoBenz (45) 
 
Kontrollen 
AdoMet (1) SeAdoAzidoBenz (46) 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  1 2 3 4 5 6 7 8 9 
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C.3.2.3 Modifikation von λ-DNA mit anderen MTasen 
Modifikations-Restriktions-Tests wurden mit anderen MTasen (M.SssI, M.SssI Q142A, 
M.BcnIb, M.HhaI, M.HhaI Q82A/Y254S/N304A) jeweils 1 h unter Standard-Bedingungen 
durchgeführt und zeigten keine enzymatische Aktivität mit einem der beiden Cofaktoranaloga 
AdoAzidoBenz (45) und SeAdoAzidoBenz (46). 
C.3.3 Vernetzungsversuche auf Plasmid-DNA 
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Schema 15: Prinzip der Quervernetzung zwischen DNA und DNA-MTase mit Hilfe von 
AdoAzidoBenz (45). a) Markierung von pUC19-DNA mit AdoAzidoBenz (45),  
b) Bestrahlen mit UV-Licht., c) Schneiden der pUC19-DNA mit einer REase. 
 
Ein Vernetzungsversuch besteht aus drei Schritten: Im ersten Schritt wird Plasmid-DNA 
sequenzspezifisch mit dem aromatischen Azid durch die DNA-MTase und 
AdoAzidoBenz (45) modifiziert. Im zweiten Schritt, der auch gleichzeitig mit dem ersten 
erfolgen kann, wird UV-Licht eingestrahlt, wodurch sich unter Abspaltung von molekularem 
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Stickstoff eine kovalente Bindung mit einer räumlich benachbarten Aminosäure der MTase 
bilden kann (Kotzyba-Hibert, 1995). Im dritten Schritt wird das Plasmid mit Hilfe einer 
REase in Fragmente zerschnitten (Schema 15). Es ist für den Test entscheidend, dass dabei 
ein Fragment entsteht, das eine Länge unterhalb von 1000 bp hat und genau eine Zielsequenz 
für die MTase besitzt. Fragmente dieser Länge lassen sich gut auf Agarosegelen nachweisen. 
Durch die kovalente Bindung zum Enzym vergrößert sich das Molekulargewicht des 
Fragments deutlich und die entsprechende Bande zeigt eine verringerte Mobilität der 
Agarosegelelektrophorese (Schema 16a). 
 
Schema 16: Erwartete Verschiebungen der modifizierten Fragmente auf einem 1% 
Agarosegel bei den Bestrahlungsversuchen. Ein roter Pfeil symbolisiert eine 
Verschiebung auf dem Gel. a) pUC19, modifiziert mit M.TaqI und 
AdoAzidoBenz (45), geschnitten mit R, Hin1I. b) pBR322, modifiziert mit 
M.BseCI und AdoAzidoBenz (45), geschnitten mit R.TaqI. 
C.3.3.1 Vernetzungsversuche mit M.TaqI 
Das Plasmid pUC19 hat vier TCGA-Zielsequenzen, die mit der DNA-MTase M.TaqI 
modifiziert werden können. Abb. 15 zeigt das Ergebnis des Vernetzungsversuchs auf pUC19. 
Durch das Schneiden des Plasmids pUC19 mit der Restriktionsendonuclease R.Hin1I 
entstehen drei Fragmente, von denen das größte (2000 bp) 3 Zielsequenzen für M.TaqI, das 
mittlere (384 bp) eine Zielsequenz und das kleinste (304 bp) keine Zielsequenz für M.TaqI 
trägt. Wie in Spur 2 (Abb. 15) zu erkennen, ist die pUC19-DNA vollständig vor dem 
Schneiden durch R.TaqI geschützt, alle Zielsequenzen sind also mit dem aromatischen Azid 
modifiziert worden. Die Kontrolle in Spur 3 zeigt, dass dieser Schutz nicht dadurch zustande 
kommt, dass M.TaqI noch den natürlichen Cofaktor AdoMet (1) enthält, da das Plasmid 
sauber geschnitten wird, wenn kein Cofaktor dazugegeben wird. Das Schneiden mit R.Hin1I 
wird durch vorheriges Einstrahlen von UV-Licht, nach dem Inkubieren, nicht beeinflusst 
(Spur 4). Es macht einen großen Unterschied, zu welchem Zeitpunkt Licht eingestrahlt wird. 
Wenn zuerst 15 min auf Eis bestrahlt wird und danach erst für 15 min auf 60°C erwärmt wird, 
wird das Enzym nicht auf der DNA gebunden (Spur 6). Wird jedoch gleichzeitig bestrahlt und 
erwärmt, wird eine neue Bande (*) sichtbar, aus deren Intensität geschlossen werden kann, 
a) b) 
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dass ungefähr 10% des DNA-Fragments M.TaqI gebunden haben (Spur 7). Wenn erst auf 
60°C erwärmt und anschließend auf Eis bestrahlt wird, wird etwas weniger M.TaqI gebunden 
(Spur 8). Dieser Effekt kann ausgeglichen werden, indem vor dem Bestrahlen noch einmal 2 
Äq. M.TaqI (Spur 10) bzw. weitere 6 Äq. M.TaqI (Spur 12) hinzugegeben werden. Die 
Vernetzungsausbeute nimmt mit steigender M.TaqI-Menge wieder zu. Zu jedem Versuch gibt 
es eine Kontrolle, die alle Komponenten in der gleichen Konzentration enthält, jedoch nicht 
bestrahlt wird (Spuren 5, 9 und 11).  
AdoAzidoBenz (45) reagiert jedoch in sehr geringem Maße unspezifisch mit der DNA, wenn 
Licht eingestrahlt wird. Wie in Spur 13 zu sehen ist, wird eine Bande sichtbar, deren 
elektrophoretische Mobilität gleich der des DNA-MTase-Komplexes ist. In dieser Kontrolle 
ist jedoch keine M.TaqI zugegen. Diese Bande ist jedoch viel schwächer und die beiden 
unteren Banden (384 und 304 bp) sind in dieser Kontrolle viel stärker, als in Spur 12, was 
bedeutet, dass in den Versuchen mit M.TaqI (Spuren 7, 8, 10 und 12) der Großteil des 
aromatischen Azids enzymatisch übertragen wird. 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
AdoAzidoBenz (45) - + - - + + + + + + + + + - 
M.TaqI - + + - + + + + + + + + - + 
R.Hin1I - - - + + + + + + + + + + + 
R.TaqI - + + - - - - - - - - - - - 
Licht - - - +n − +v +g +n - +n - +n +n +n 
                             
Abbildung 15: Vernetzungsversuch mit M.TaqI und AdoAzidoBenz (45). Spuren 6,7,8,10 
und 12 enthalten alle Komponenten des Versuchs. +n: Es wurde bestrahlt 
nachdem bei 60°C inkubiert wurde; +v: Es wurde bestrahlt, bevor inkubiert 
wurde; +g: Es wurde gleichzeitig bestrahlt und inkubiert. Reaktionsbe-
dingungen: Modifikation: pUC19 (28 nM), M.TaqI (226 nM), 
AdoAzidoBenz (45) (600 µM R/S-Gemisch), 60°C, 15 min. Restriktion: 
R.Hin1I (6 u), 37°C, 1 h; Bestrahlen: 15 min bei 60°C bzw. auf Eis. 
384 bp 
304 bp 
* 
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Die getesteten Reaktionsbedingungen lassen folgende Rückschlüsse auf den Mechanismus zu: 
Wenn zuerst bestrahlt wird und anschließend auf 60°C erwärmt wird, bedeutet das, dass die 
aromatische Azidfunktion abreagiert, bevor diese Gruppe auf die DNA übertragen wird. 
Dabei ist nicht klar, ob das aromatische Azid innerhalb oder außerhalb des aktiven Zentrums 
der M.TaqI reagiert. Wenn es innerhalb reagiert, könnte der Cofaktor kovalent gebunden und 
die MTase inaktiviert werden. Wenn es außerhalb des Enzyms reagiert, kann der Cofaktor so 
verändert werden, dass er gar nicht mehr übertragen werden kann. Das Ergebnis ist das 
gleiche: Es findet keine Vernetzung statt.  
Bei gleichzeitigem Bestrahlen und Inkubieren bei 60°C kann davon ausgegangen werden, 
dass der Cofaktor innerhalb des aktiven Zentrums mit diesem durch Anregung mit Licht 
reagiert, da der MTase-DNA-Komplex auf dem Agarosegel sichtbar wird (*, Spur 7). 
Denkbar ist auch, dass das aromatische Azid zuerst übertragen wird und anschließend mit 
dem Enzym reagiert. Dies wäre nur durch einen tryptischen Verdau des Enzyms und 
anschließende Analyse des kovalent gebundenen DNA-MTase-Fragments unterscheidbar.  
Wird zunächst die Seitenkette übertragen und anschließend bestrahlt, kann, die MTase von 
der DNA dissoziieren, bevor sich ein reaktives Nitren bilden kann. Die Vernetzungsausbeute 
ist jedoch fast gleich hoch wie beim gleichzeitigen Bestrahlen und Inkubieren. Dies legt nahe, 
dass der MTase-DNA-Produktkomplex relativ stabil sein sollte. Die M.TaqI wäre dann noch 
auf dem Produkt gebunden, wenn UV-Licht eingestrahlt wird. Alternativ dazu könnte die 
M.TaqI wieder neu an die bereits modifizierte Stelle gebunden haben. 
C.3.3.2 Vernetzungsversuche mit M.BseCI 
Da auch M.BseCI mit AdoAzidoBenz (45) aktiv ist, wurde versucht ein analoges 
Vernetzungs-Experiment zu dem mit M.TaqI (Abschnitt C.3.3.1) durchzuführen. Als Plasmid 
wird pBR322 eingesetzt, welches eine Zielsequenz für M.BseCI aufweist. Als REase wird 
R.TaqI verwendet, die das Plasmid (4361 bp) in 6 Fragmente schneidet (1444, 1305, 616, 
368, 315, 313 bp). Anders als bei pUC19 mit M.TaqI entsteht bei diesem eine neue Bande 
(683 bp), die sich aus zwei Fragmenten (368, 315 bp) ergibt (Schema 16b). Dies kommt 
daher, dass eine M.BseCI-Stelle auch immer eine TaqI-Stelle ist, und diese somit nach 
Übertragung der Cofaktor-Seitenkette vor R.TaqI geschützt ist. Zusätzlich kommt es zu einer 
Verschiebung durch einen kovalenten Komplex mit M.BseCI. 
Wenn vor der Inkubation des Plasmids mit R.TaqI bestrahlt wurde, konnte die REase nicht 
mehr arbeiten. Daher wurde mit einer leicht veränderten Vorschrift gearbeitet. Zuerst wurde 
30 min bei 55°C mit M.BseCI und AdoAzidoBenz (45) inkubiert, um die Seitenkette zu 
übertragen. Anschließend wurde die DNA mit R.TaqI geschnitten (Abb. 16). Dann wurde 
weitere DNA-MTase (13 Äq. in Spur 7 und 108 Äq. in Spur 8) zugegeben und erst dann mit 
UV-Licht bestrahlt. Die Bildung eines DNA-MTase-Komplexes gelang nicht mit 2 Äq. 
M.BseCI (Daten nicht gezeigt). Erst nach weiterer Zugabe von MTase konnte der Komplex 
detektiert werden (*, Spur 8). Der große Überschuss an M.BseCI ist hier nötig, um MTase-
DNA-Produkt-Komplex zu erhalten. Dies ist damit zu erklären, dass M.BseCI deutlich 
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schlechter an bereits modifizierte DNA bindet als M.TaqI. Die Kontrollen zeigen, dass 
M.BseCI kein AdoMet (1) enthält (Spur 4), und dass die M.BseCI-Zielsequenz vollständig 
vor dem Schneiden durch R.TaqI geschützt ist (Spur 3).  
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
AdoAzidoBenz (45) - + + - - - + + + - 
M.BseCI - + + + - - +13 +108 - + 
R.TaqI - - + + + + + + + + 
Licht - - - - − + + + + + 
     
Abbildung 16: Vernetzungsversuch mit M.BseCI und AdoAzidoBenz (45). Spuren 7 und 8 
enthalten alle Komponenten des Versuchs. +13: vor dem Bestrahlen weitere 
13 Äq. M.BseCI zugegeben, +108: vor dem Bestrahlen weitere 108 Äq. 
M.BseCI zugegeben. Reaktionsbedingungen: Modifikation: pBR322 (18 nM), 
M.BseCI (35,4 nM), AdoAzidoBenz (45) (600 µM, R/S-Gemisch), 55°C, 
30 min. Restriktion: R.TaqI (6 u), 60°C, 1 h. Bestrahlen: 10 min bei RT. 
Das Modifizieren von ungeschnittenem pBR322 mit dem aromatischen Azid verändert die 
Elektromobilität des Plasmids nicht (Spur 2). Des Weiteren treten keine unerwünschten 
Nebenreaktionen auf, wenn Licht eingestrahlt wird und nicht alle Komponenten des Versuchs 
vorhanden sind (Spuren 6, 9 und 10). Letztlich wird sowohl mit M.TaqI als auch mit M.BseCI 
gezeigt, dass ein übertragenes aromatisches Azid unter Einstrahlen von UV-Licht die MTase 
„fangen“, also kovalent binden kann. 
 
* 
1444 bp 
1305 bp 
 
 
 
 
 
 
 
683 bp 
616 bp 
 
 
 
 
 
368 bp 
315, 313 bp 
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C.3.4 Zusammenfassung AdoAzidoBenz (45) und SeAdoAzidoBenz (46) 
Durch die beiden AdoMet-Analoga AdoAzidoBenz (45) und SeAdoAzidoBenz (46) ist es nun 
möglich ein aromatisches Azid sequenzspezifisch auf DNA zu übertragen. Die beiden DNA-
MTasen M.TaqI und M.BseCI sind mit beiden Analoga sehr aktiv, was durch die doppelte 
Aktivierung durch das aromatische System in β-Stellung zum Sulfonium- bzw. 
Selenoniumzentrum zu erklären ist. Außerdem ist es für beide Enzyme gelungen durch 
Übertragung des aromatischen Azids auf DNA und Einstrahlung von UV-Licht einen 
kovalenten MTase-DNA-Komplex zu bilden. 
 
C.4 SeAdoMePropen (54) und SeAdoStyrol (55)  
Ein Paar von bioorthogonalen Reaktionen, die sich gegenseitig nicht beeinflussen sind die 
CuAAC und die Reaktion zwischen einem endständigen Alken und einem Nitriloxid. Um 
außer AdoPropen (17) noch weitere Cofaktoren zu haben, die DNA mit endständigen 
Doppelbindungen modifizieren, wurden die Cofaktor-Analoga SeAdoMePropen (54) und 
SeAdoStyrol (55) hergestellt. Letzteres ist besonders interessant, da K. Gutsmiedl gezeigt hat, 
dass Styrol-funktionalisierte DNA mit einem Nitriloxid-funktionanlisierten Fluorophor 
markiert werden kann (Gutsmiedl et al., 2010). Diese Modifikation war allerdings nicht 
sequenzspezifisch, sondern wurde durch den Einbau Styrol-funktionalisierter Nucleoside 
erreicht. Deshalb ist die Synthese eines Cofaktors reizvoll, der sequenzspezifisch von DNA-
MTasen umgesetzt wird.  
Neben der Reaktion mit einem Nitriloxid ist SeAdoMePropen (54) auch noch in Bezug auf 
eine andere Fragestellung interessant. Es wird allgemein angenommen, dass die enzymatische 
Modifikationsreaktion nach einem SN2-Mechnismus abläuft. Es gibt jedoch keine gesicherten 
Erkenntnisse darüber, ob es sich um einen lockeren oder einen festen Übergangszustand (ÜZ) 
handelt. Im ersten Fall hätte sich die Abgangsgruppe schon beinahe vom Zentralatom gelöst 
bevor die Bindung zum Nucleophil gebildet wird. In diesem Fall ist das Zentralatom leicht 
positiv geladen. Im zweiten Fall löst sich die Abgangsgruppe erst vom Zentralatom wenn das 
Nucleophil schon sehr nahe ist. Dies führt zu einem negativ geladenen Zentralatom im ÜZ. 
Eine Möglichkeit die Natur des ÜZ auszuloten wäre, Paare von Cofaktoren zu synthetisieren, 
die den gleichen sterischen Anspruch besitzen, sich jedoch in ihrer elektronischen Struktur 
unterscheiden. SeAdoMePropen (54) ist isoster zu AdoKeton (31), da eine C-C-
Doppelbindung (133 pm) sich nur wenig von einer C-O-Doppelbindung (121 pm) 
unterscheidet .  
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C.4.1 Synthese von SeAdoMePropen (54) und SeAdoStyrol (55) 
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Schema 17: Synthese der beiden Cofaktor-Analoga SeAdoMePropen (54) und 
SeAdoStyrol (55) ausgehend von 2-Methyl-2-propen-1-ol (56) bzw.  
4-Vinylbenzylchlorid (57). 
Die Synthese von SeAdoMePropen (54) verläuft analog zu der von SeAdoPropin (26) (C.1.1). 
2-Methyl-2-propenol (56) wird als Triflat für die nucleophile Substitution aktiviert, was in 
70% Ausbeute gelingt. SeAdoHcy (12) wird mit 2-Methyl-2-propentriflat (58) zu 
SeAdoMePropen (54) in relativ geringer Ausbeute (9%) umgesetzt.  
Die Synthese von SeAdoStyrol (55) erfolgt durch Umsetzung des kommerziell erhältlichen 4-
Vinylbenzylchlorids (57) mit SeAdoHcy (12) innerhalb von 1 h unter Zusatz von Silbernitrat, 
um die Abgangsgruppe Chlorid als Silberchlorid auszufällen. Die Ausbeute ist mit 9% relativ 
gering (Schema 17). 
 
C.4.2 Aktivität mit DNA-MTasen 
C.4.2.1 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.TaqI 
Die Aktivität von M.TaqI mit SeAdoMePropen (54) und SeAdoStyrol (55) ist mit einer TON 
von 64 h-1 gleich hoch. Die doppelte Aktivierung und die zusätzliche Aktivierung durch das 
Selenoniumzentrum üben also einen positiven Effekt auf die Reaktivität aus. Die Struktur der 
Seitenkette hat dagegen keinen sichtbaren Einfluss auf die Übertragungsgeschwindigkeit. Die 
Kontrollen zeigen, dass die Seitenketten der Cofaktoren enzymkatalysiert übertragen werden 
(K5) (Abb. 17 und 18). 
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AdoMet (1)       SeAdoStyrol (55)  Kontrollen 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  K1 K2 K3 K4 K5 
 
Abbildung 17: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.TaqI und AdoMet (1), bzw. 
SeAdoStyrol (55). Die DNA-MTase-Konzentration ist in den ersten Spuren 
stöchiometrisch in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von 
Spur zu Spur halbiert. Kontrollen. K1: λ-DNA; K2: λ-DNA mit M.TaqI und 
danach mit R.TaqI inkubiert; K3: λ-DNA mit R.TaqI inkubiert; K4-K5: λ-DNA 
mit AdoMet (1) bzw. SeAdoStyrol (55) und danach mit R.TaqI inkubiert; Der 
geschützte und der ungeschützte Bereich sind durch eine weiße Linie 
getrennt. Reaktionsbedingungen: Modifikation: λ-DNA (1,56 nM), (S)-AdoMet 
(1) (300 µM), SeAdoStyrol (600 µM, R/S-Gemisch), M.TaqI (0,2 µg, 209 nM, 
erste Spur), pH 7,9, 60°C, 1 h; Restriktion: R.TaqI (10 u), pH 8,0, 60°C, 1 h. 
AdoMet (1)       SeAdoMePropen (54)  Kontrollen 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13  K1 K2 K3 K4 K5 
 
Abbildung 18: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.TaqI und AdoMet (1), bzw. 
SeAdoMePropen (54). Die DNA-MTase-Konzentration ist in den ersten 
Spuren stöchiometrisch in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird 
von Spur zu Spur halbiert. Kontrollen. K1: λ-DNA; K2: λ-DNA mit M.TaqI 
inkubiert; K3: λ-DNA mit R.TaqI inkubiert; K4-K5: λ-DNA mit AdoMet (1) bzw. 
SeAdoMePropen (54) und danach mit R.TaqI inkubiert; Der geschützte und 
der ungeschützte Bereich sind durch eine weiße Linie getrennt. Reaktions-
bedingungen: Modifikation: λ-DNA (1,56 nM), (S)-AdoMet (1) (300 µM), 
SeAdoMePropen (54) (600 µM, R/S-Gemisch), M.TaqI (0,2 µg, 209 nM, 
erste Spur), pH 7,9, 60°C, 1 h; Restriktion: R.TaqI (10 u), pH 8,0, 60°C, 1 h. 
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C.4.2.2 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.BseCI 
M.BseCI ist mit dem Cofaktor SeAdoStyrol (55) genauso aktiv wie mit dem natürlichen 
Cofaktor AdoMet (1) (TON = 5,82 h-1, Abb. 19). Damit ist die Markierungsreaktion sogar 
noch schneller als mit AdoAzidoBenz (45) welches ebenfalls eine aromatische Seitenkette 
besitzt. Allerdings sitzt hier der Substituent mit dem +M-Effekt (Doppelbindung) in para-
Position, was die positive Ladung an der benzylischen Position noch besser stabilisiert und 
einen positiv geladenen Übergangszustand energetisch noch günstiger macht.  
Die Aktivität mit SeAdoMePropen (54) ist mit einer TON von 2,91 h-1 vergleichbar mit der 
von SeAdoPropin (26) (Abb. 20). Beide Cofaktoren sind doppelt aktiviert und besitzen ein 
Selenoniumzentrum. Der sterische Anspruch der Seitenkette hat keinen merklichen Einfluss 
auf die Übertragungsgeschwindigkeit. 
AdoMet (1)       SeAdoStyrol (55)  Kontrollen 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9  K1 K2 K3 K4 K5 
 
Abbildung 19: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.BseCI und AdoMet (1), bzw. 
SeAdoStyrol (55). Die DNA-MTase-Konzentration beträgt 11 Äq. in den 
ersten Spuren in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von Spur 
zu Spur halbiert. Kontrollen. K1: λ-DNA; K2: λ-DNA mit M.BseCI und danach 
mit R.Bsu15I inkubiert; K3: λ-DNA mit R. Bsu15I inkubiert; K4-K5: λ-DNA mit 
AdoMet (1) bzw. SeAdoStyrol (55) und danach mit R. Bsu15I inkubiert; Der 
geschützte und der ungeschützte Bereich sind durch eine weiße Linie 
getrennt. Reaktions-bedingungen: Modifikation: λ-DNA (1,56 nM), (S)-
AdoMet (1) (300 µM), SeAdoStyrol (55) (600 µM, R/S-Gemisch), M.BseCI 
(0,34 µg, 255 nM, erste Spur), pH 7,4, 55°C, 1 h; Restriktion: R.Bsu15I (5 u), 
pH 7,9, 37°C, 1 h. 
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AdoMet (1)       SeAdoMePropen (54)  Kontrollen 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13   1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13  K1 K2 K3 K4 K5 
 
Abbildung 20: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.BseCI und AdoMet (1), bzw. 
SeAdoMePropen (54). Die DNA-MTase-Konzentration beträgt 11 Äq. in den 
ersten Spuren in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von Spur 
zu Spur halbiert. Kontrollen. K1: λ-DNA; K2: λ-DNA mit M.BseCI und danach 
mit R.Bsu15I inkubiert; K3: λ-DNA mit R. Bsu15I inkubiert; K4-K5: λ-DNA mit 
AdoMet (1) bzw. SeAdoMePropen (54) und danach mit R. Bsu15I inkubiert; 
Der geschützte und der ungeschützte Bereich sind durch eine weiße Linie 
getrennt. Reaktions-bedingungen: Modifikation: λ-DNA (1,56 nM), (S)-
AdoMet (1) (300 µM), SeAdoMePropen (54) (600 µM, R/S-Gemisch), 
M.BseCI (0,34 µg, 255 nM, erste Spur), pH 7,4, 55°C, 1 h; Restriktion: 
R.Bsu15I (5 u), pH 7,9, 37°C, 1 h. 
C.4.2.3 Modifikations-Restriktions-Tests mit anderen MTasen 
Modifikations-Restriktions-Tests wurden mit anderen MTasen (M.SssI Q142A, M.BcnIb, 
M.HhaI, M.HhaI Q82A/Y254S/N304A) jeweils 1 h unter Standard-Bedingungen 
durchgeführt und zeigten keine Aktivität mit einem der beiden Cofaktoranaloga 
SeAdoMePropen (54) und SeAdoStyrol (55). 
Es ist interessant, dass SeAdoMePropen (54) schnell von M.TaqI umgesetzt wird (C.4.2), 
AdoKeton (31) jedoch nicht. Ein Alken in β-Position zum Selenoniumzentrum kann sowohl 
eine positive als auch eine negative Ladung am α-C-Atom durch Konjugation des  
pi-Elektronensystems stabilisieren. Eine Ketogruppe in β-Position zum Sulfoniumzentrum 
kann am benachbarten C-Atom nur eine negative Ladung stabilisieren. Da M.TaqI mit 
AdoKeton (31) keine Aktivität zeigt (pers. Mitteilung, T. Kröger), ist dies ein guter Hinweis 
darauf, dass die nucleophile Substitution über einen lockeren ÜZ abläuft. Die Aktivität von 
SeAdoMePropen (54) ist teilweise auch auf das Selenoniumzentrum zurückzuführen. Der 
Effekt soll hier abgeschätzt werden. M.TaqI ist mit SeAdoMet (7) 10-mal aktiver als mit 
AdoMet (1). Unter der Annahme, dass dies auf jedes Paar von S- und Se-Cofaktor-Analoga 
zutrifft, wäre die TON von M.TaqI mit dem Schwefel-Analogon AdoMePropen 6,4 h-1. Die 
Aktivität wäre damit immer noch gut messbar – im Gegensatz zu der mit AdoKeton (31). 
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Um das Cofaktorpaar wirklich miteinander vergleichen zu können, müsste ebenfalls das 
Schwefel-Analogon (AdoMePropen) synthetisiert und dann mit AdoKeton (31) verglichen 
werden. 
C.4.3 Zusammenfassung 
Durch die Synthese der beiden Cofaktoren SeAdoMePropen (54) und SeAdoStyrol (55) 
konnte die Palette der Cofaktoren, die ein endständiges Alken auf DNA übertragen können 
erweitert werden. M.TaqI und M.BseCI sind mit beiden Cofaktoren sehr aktiv. Die 
Vinylbenzylgruppe von SeAdoStyrol (55) könnte für eine bioorthogonale Reaktion mit einem 
Nitriloxid verwendet werden. SeAdoMePropen (54) könnte durch Vergleich mit dem sterisch 
ähnlich gebauten AdoKeton (31) bzw. dessen Selen-Analogon dazu dienen, die Natur des 
Übergangszustandes während der enzymatischen Übertragungsreaktion zu verstehen. 
 
C.5 AdoGABA (21) und SeAdoGABA (59) 
Einer der ersten doppelt-aktivieren Cofaktoren für DNA-MTasen, die für ein zweistufiges 
Markierungsverfahren eingesetzt wurden, war der Cofaktor AdoGABA (21), der bereits 2007 
von (Lukinavičius et al., 2007 a, b) synthetisiert wurde. Die Aminogruppe wurde nach 
Übertragung auf die DNA mit dem aktivierten Fluorophor Cy5-NHS umgesetzt. Die 
veröffentlichte Syntheseroute ist jedoch lang und stellt hohe Anforderungen an die 
Aufreinigung des ersten Syntheseschritts. Ein Koppelprodukt (Phtalhydrazid) aus der 
Gabrielsynthese lässt sich nur sehr schwer abtrennen und erschwert weiteres Arbeiten sehr. 
Die hier vorgestellte Synthese (Schema 18) ist um einen Schritt verkürzt. Hier startet die 
Synthese mit dem kommerziell erhältlichen 4-Chlor-2-butin-1-ol (60) anstatt mit 2-Butin-1,4-
diol. Der Vorteil liegt  darin, dass das Molekül bereits asymmetrisch substituiert ist. 
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C.5.1 Synthese von (Se)AdoGABA (21, 59) 
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Schema 18: Syntheseroute der beiden Cofaktor-Analoga AdoGABA (21) und SeAdoGABA 
(59) ausgehend von 4-Chlor-2-butin-1-ol (60). 
Die Synthese von 4-Amino-2-butin-1-ol.HCl (61) wurde gemäß einer verkürzten Vorschrift 
von A. Marszak-Fleury und J. Laroche (Marszak-Fleury & Laroche, 1963) durchgeführt 
(Schema 18). 4-Chlor-2-butin-1-ol (60) wurde mit Urotropin (62) zum 4-Amino-2-butin-1-ol 
umgesetzt. Durch kurzes Erhitzen in Salzsäure/Methanol und anschließendes 
Umkristallisieren konnte das gewünschte Hydrochlorid 61 in 51% Ausbeute erhalten werden. 
Da das Produkt sehr hydrophil ist, kann es nur durch Umkristallisieren unter 
Ausbeuteverlusten vom ebenfalls sehr gut wasserlöslichen Ammoniumchlorid abgetrennt 
werden, das in großen Mengen entsteht. Das Produkt 61 wurde mittels 1H-NMR 
charakterisiert. Der Alkohol 61 dient nicht nur als Grundbaustein für AdoGABA, sondern 
auch für die Cofaktoren AdoFuranamid (63), AdoButinAmin (64), AdoHexin (65), 
AdoBiotinPeptid (66) und AdoBiotinKlick (67). Die vier letzten Reaktionsschritte sind analog 
zu der Syntheseroute von Lukinavičius und führen über die Kupplung des Amins 61 mit 4-
[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]butansäure (68) zu 4-[(tert.-Butoxycarbonylamino)-
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butanamido]-2-butin-1-ol (69) und das entsprechende Nosylat 70 zu AdoGABA (21). Die 
Gesamtausbeute der neuen Syntheseroute liegt mit 10% über alle Schritte deutlich über der 
Literaturausbeute von 0,43% (Lukinavičius et al., 2007 b). Allerdings wurden in dieser Arbeit 
die beiden Epimeren am Schwefel nicht getrennt. 
Mit dem gleichen Nosylat 70 konnte durch Umsetzung mit SeAdoHcy (12) das Selen-
Analogon SeAdoGABA (59) synthetisiert werden. Die Gesamtausbeute war mit 1% jedoch 
deutlich geringer. 
 
C.5.2 Aktivität mit DNA-MTasen 
C.5.2.1 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.TaqI 
M.TaqI ist mit AdoGABA (21) wie erwartet aktiv und zeigt katalytischen Umsatz (TON = 
8 h-1) (Abb. 21). Dies stimmt mit den Ergebnissen von Lukinavičius et al., (2007 b) 
hervorragend überein. Mit dem Selen-Analogon SeAdoGABA (59) ist M.TaqI sogar 4-mal 
aktiver (TON = 32 h-1). Offensichtlich wird durch die schwächere Se-C-Bindung die 
Geschwindigkeit der Modifikationsreaktion deutlich erhöht. Wie schon bei SeAdoEth (13) 
(Martin, 2009) reichte durch den Austausch des Sulfoniumzentrums gegen ein Selenonium-
zentrum deutlich weniger Enzym zum vollständigen Schutz der DNA.  
AdoMet (1)  AdoGABA (21)  SeAdoGABA(59)  Kontrollen            
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20  1 2 3 4 5 6 7 8  1 2 3 4 5 6 7 8  K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 
 
Abbildung 21: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.TaqI und AdoMet (1), bzw. 
AdoGABA (21),oder SeAdoGABA (59). Die DNA-MTase-Konzentration ist in 
der jeweils ersten Spur stöchiometrisch in Bezug auf die Zielsequenzen auf 
λ-DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Kontrollen. K1: λ-DNA; K2: λ-
DNA mit M.TaqI inkubiert; K3: λ-DNA mit M.TaqI und R.TaqI inkubiert; K4: λ-
DNA mit R.TaqI inkubiert; K5-K7: λ-DNA mit AdoMet (1) bzw. AdoGABA (21) 
oder SeAdoGABA (59) und danach mit R.TaqI inkubiert. Der geschützte und 
der ungeschützte Bereich sind durch eine weiße Linie getrennt. Reaktions-
bedingungen: Modifikation: λ-DNA (1,56 nM), (S)-AdoMet (1) (300 µM), 
Cofaktor (600 µM, R/S-Gemisch), M.TaqI (0,2 µg, 209 nM, erste Spur), pH 
7,9, 60°C, 1 h; Restriktion: R.TaqI (10 u), pH 8,0, 60°C, 1 h. 
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C.5.2.2 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.BseCI 
M.BseCI ist mit SeAdoGABA (59) 4-mal aktiver (TON = 5,82 h-1) als mit AdoGABA (21) 
(TON = 1,45 h-1) (Abb. 22). Dies entspricht dem Ergebnis mit M.TaqI. Wie schon bei 
SeAdoEth (13) und SeAdoAzidoBenz (46) wird die Geschwindigkeit der Modifikations-
reaktion durch die schwächere Se-C-Bindung des Cofaktors erhöht. M.BseCI muss also nur 
mit AdoGABA (21) in beinahe stöchiometrischen Mengen verwendet werden um λ-DNA 
vollständig gegen das kognate Restriktionsenzym zu schützen.  
AdoMet (1)  SeAdoGABA(59)   AdoGABA (21)  Kontrollen            
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11  1 2 3 4 5 6 7 8 9  1 2 3 4 5 6 7 8 9  K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 
 
Abbildung 22: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.BseCI und AdoMet (1), 
AdoGABA (21) bzw. SeAdoGABA (59). Die DNA-MTase-Konzentration 
beträgt 5,5 Äq. in der jeweils ersten Spur in Bezug auf die Zielsequenzen auf 
λ-DNA und wird von Spur zu Spur halbiert. Kontrollen. K1: λ-DNA; K2: λ-
DNA mit M.BseCI inkubiert; K3: λ-DNA mit M.BseCI und danach mit 
R.Bsu15I inkubiert; K4: λ-DNA mit R. Bsu15I inkubiert; K5-K7: λ-DNA mit 
AdoMet (1) bzw. SeAdoGABA (59) oder AdoGABA (21) und danach mit 
R.Bsu15I inkubiert; Der geschützte und der ungeschützte Bereich sind durch 
eine weiße Linie getrennt. Reaktions-bedingungen: Modifikation: λ-DNA 
(1,56 nM), (S)-AdoMet (1) (300 µM), Cofaktor (600 µM, R/S-Gemisch), 
M.BseCI (0,17 µg, 128 nM, erste Spur), pH 7,4, 55°C, 1 h; Restriktion: 
R.Bsu15I (5 u), pH 7,9, 37°C, 1 h. 
C.5.3 Zusammenfassung 
Die Synthese des literaturbekannten Cofaktors AdoGABA (21) (Lukinavičius et al., 2007 a,b) 
konnte durch die Verwendung von 4-Chlor-2-butin-1-ol (60) anstatt von 2-Butin-1,4-diol als 
Ausgangsreagenz um einen Schritt verkürzt und die Gesamtausbeute von 0,43% auf 10% 
erhöht werden. Allerdings wurden hier die beiden Epimere nicht getrennt. Zusätzlich wurde 
das Selen-Analogon SeAdoGABA (59) synthetisiert, mit dem M.TaqI eine 4-fach höhere 
Aktivität zeigt. 
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C.6 AdoFuranamid (63) 
Die sequenzspezifische Modifizierung von DNA mit Reportermolekülen wie Biotin oder 
Fluorophoren ist mit Hilfe von Aziridin-Cofaktoren (Pljevaljcic et al., 2003; Schmidt et al., 
2007; Kim et al., 2012) (s. A.3.2.2) oder zweistufigen Markierungsverfahren (Lukinavičius, 
2007 b; Neely et al., 2010; Kröger, 2012) (s. A.6) möglich. Cofaktoren, die für eine 
zweistufige Markierung in Frage kommen wurden in den Kapiteln C.1-C.5 behandelt. Dieses 
Verfahren beinhaltet jedoch zeitintensive Reinigungsschritte und die Aziridin-Cofaktoren 
können zu unterwünschten Hintergrundreaktionen führen. Der Wunsch nach einem 
doppeltaktivierten AdoMet-Analogon, dass ein Reportermolekül ohne unspezifische 
Nebenreaktion, mit katalytischen Mengen an DNA-MTase, in einem Schritt übertragen kann, 
ist also groß.  
Aufgrund des hohen Überschusses an Alkylierungsmittel und der sehr hohen Preise für 
Fluoreszenzfarbstoffe ist es nicht ratsam die Seitenkette des Analogons zuerst herzustellen, zu 
aktivieren und dann mit AdoHcy (2) zu kuppeln. Günstiger ist es, ein Cofaktor-Analogon zu 
synthetisieren, das eine funktionelle Gruppe (s. A.6) trägt und diese in einer orthogonalen 
Reaktion mit dem Reportermolekül umzusetzen. Die Anforderungen sind bei AdoMet-
Analoga aufgrund ihrer geringen Stabilität besonders hoch. Es darf nur in sauren wässrigen 
Lösungen gearbeitet werden, Schutzgruppen dürfen nicht mit Wasserstoff abgespalten 
werden, da sonst die Mehrfachbindung am Sulfoniumzentrum ebenfalls hydriert wird, und die 
Temperatur darf nicht über Raumtemperatur hinaus gehen.  
Durch diese Anforderungen bedingt, wurde ein Cofaktor-Analogon entworfen, an das im 
letzten Syntheseschritt kommerziell erhältliches Biotin-Maleimid (71) durch eine Diels-
Alder-Reaktion gebunden werden kann (Schema 19). Es wird also zunächst AdoFuranamid 
(63) hergestellt, das einen Furanring in der Seitenkette trägt. Furan ist ein sehr 
elektronenreiches Dien, welches bereitwillig in einer Diels-Alder-Reaktionen mit 
elektronenarmen Alkenen, wie Maleimiden, eingeht (Graham et al., 2002). Aufgrund der 
hohen Reaktivität von DNA-MTasen mit AdoGABA (21) wird das Strukturelement der 
Dreifachbindung in das Design von AdoFuranamid (63) übernommen. 
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C.6.1 Synthese von AdoFuranamid (63) 
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Schema 19: Synthese des Cofaktor-Analogons AdoFuranamid (63) und geplante Synthese 
des Biotin-Cofaktors AdoBiotinDA (72) ausgehend von AdoFuranamid (63).  
Die Syntheseroute ist analog zu der von AdoGABA (21) (s. C.5.1). Die Carboxygruppe der  
2-Furanessigsäure (73) wird mit CDI aktiviert und anschließend mit 4-Amino-2-butin-1-
ol.HCl (61) in 50% Ausbeute zu 4-(2'-Furanmethylenamido)-2-butin-1-ol (74) umgesetzt. Die 
Ausbeute ist mit der Kupplung von 4-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]butansäure (68) mit 
demselben Amin 61 vergleichbar. Das Produkt 74 wird mit 1H-NMR charakterisiert. 
Wie es sich schon bei AdoGABA (21) bewährt hat, wird der Alkohol 74 als Nosylat für die 
folgende nucleophile Substitution aktiviert. Die 1H-NMR-Analyse bestätigt die Struktur des 
gewünschten 4-(2'-Furanmethylenamido)-2-butinyl-1-(4’-nitrobenzolsulfonats) (75). Die 
Ausbeute ist mit 78% typisch für Reaktionen dieser Art (vgl. auch C.7.1 und C.7.2). 
AdoFuranamid (63) wird durch Umsetzen von AdoHcy (2) mit einem 32-fachen Überschuss 
an Nosylat 75 in einem 1:1-Gemisch aus Ameisensäure und Essigsäure in 14% Ausbeute 
synthetisiert. Die Reinigung durch rp-HPLC ist selbst mit einem flachen Gradienten 
anspruchsvoll, da das sehr hydrophobe Cofaktor-Analogon 63 eine nur wenig kürzere 
Retentionszeit als das hydrolysierte Alkylierungsmittel besitzt. 
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Die Synthese von AdoBiotinDA (72) sollte durch eine Diels-Alder-Reaktion zwischen 
AdoFuranamid (63) und Biotin-Maleimid (71) erfolgen. Es wurden 2-3 Äq.  der Maleimid-
Komponente eingesetzt. Als Lösungsmittel-Gemisch diente DMSO:H2O (8:2). Um das 
Cofaktor-Analogon zu schonen wurde der pH-Wert sauer gehalten (pH 2 im Wasseranteil) 
und die Reaktionsmischung nicht über RT erwärmt. Dennoch führte die lange Reaktionszeit 
von 4 h zum Zerfall des Cofaktors. In einer rp-HPLC-ESI-MS-Analyse konnten nur dessen 
Thioether und der Thioether plus Wasser nachgewiesen werden. Das Cofaktor-Analogon 59 
zerfällt demnach unter diesen Bedingungen schneller unter Abspaltung von α-Amino-γ-
butyrolacton (3) zum Thioether, als es gebildet wird. 
C.6.2 Aktivität mit DNA-MTasen 
C.6.2.1 Modifikations-Restriktionstest mit M.TaqI 
Da auch die sequenzspezifische Übertragung einer Furfuryl-Gruppe auf die DNA interessant 
sein kann, etwa für zweistufige Markierungsverfahren, wird die Aktivität mit M.TaqI und 
anderen DNA-MTasen getestet. Die Aktivität von M.TaqI mit AdoFuranamid (63)  
(TON = 32 h-1) ist sogar noch besser als mit AdoGABA (21) (TON = 8 h-1). Die Kontrolle K5 
zeigt, dass die Seitenkette des Cofaktors nicht chemisch, sondern rein enzymatisch übertragen 
wird, da kein Schutz vor der REase besteht, wenn nur der Cofaktor ohne DNA-MTase in der 
Reaktionsmischung vorhanden ist (Abb. 23). 
 
Abbildung 23: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.TaqI und AdoMet (1), bzw. 
AdoFuranamid (63). Die DNA-MTase-Konzentration ist in der jeweils ersten 
Spur stöchiometrisch in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird 
von Spur zu Spur halbiert. Kontrollen. K1: λ-DNA; K2: λ-DNA mit M.TaqI und 
danach mit R.TaqI inkubiert; K3: λ-DNA mit R.TaqI inkubiert. K4-K5: λ-DNA 
mit AdoMet (1) bzw. AdoFuranamid (63) und danach mit R.TaqI inkubiert; 
Der geschützte und der ungeschützte Bereich sind durch eine weiße Linie 
getrennt. Reaktions-bedingungen: Modifikation: λ-DNA (1,56 nM), (S)-
AdoMet (1) (300 µM), AdoFuranamid (63) (600 µM, R/S-Gemisch), M.TaqI 
(0,2 µg, 209 nM, erste Spur), pH 7,9, 60°C, 1 h; Restriktion: R.TaqI (10 u), 
pH 8,0, 60°C, 1 h. 
AdoMet (1) AdoFuranamid (63) Kontrollen 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  1 2 3 4 5 6 7 8  K1 K2 K3 K4 K5 
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C.6.2.2 Modifikations-Restriktionstest mit M.BseCI 
Im Gegensatz zu M.TaqI (s. C.6.2.1) ist die Aktivität von M.BseCI mit AdoFuranamid (63) 
geringer als mit AdoGABA (21) (TON = 0,36 h-1) (Abb. 24). 
AdoMet (1)     AdoFuranamid (63)  Kontrollen 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  1 2 3 4 5 6 7 8  K1 K2 K3 K4 K5 
 
Abbildung 24: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.BseCI und AdoMet (1), bzw. 
AdoFuranamid (63). Die DNA-MTase-Konzentration beträgt 11 Äq. in der 
jeweils ersten Spur in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von 
Spur zu Spur halbiert. Kontrollen. K1: λ-DNA; K2: λ-DNA mit M.TaqI und 
danach mit R.Bsu15I inkubiert; K3: λ-DNA mit R. Bsu15I inkubiert; K4-K5: λ-
DNA mit AdoMet (1) bzw. AdoFuranamid (63) und danach mit R. Bsu15I 
inkubiert. Der geschützte und der ungeschützte Bereich sind durch eine 
weiße Linie getrennt. Reaktions-bedingungen: Modifikation: λ-DNA 
(1,56 nM), (S)-AdoMet (1) (300 µM), AdoFuranamid (63) (600 µM, R/S-
Gemisch), M.BseCI (0,34 µg, 255 nM, erste Spur), pH 7,4, 55°C, 1 h; 
Restriktion: R.Bsu15I (5 u), pH 7,9, 37°C, 1 h. 
 
C.6.2.3 Modifikations-Restriktionstest mit M.HhaI Q82A/Y254S/N304A 
Ein Modifikations-Restriktions-Test wurde mit M.HhaI Q82A/Y254S/N304A 1 h unter 
Standard-Bedingungen durchgeführt.  Die DNA-MTase-Konzentration war in der ersten Spur 
stöchiometrisch in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA. Die DNA-MTase war mit 
AdoFuranamid (63) nicht aktiv. 
C.6.3 Zusammenfassung 
Der Versuch einen Cofaktor, der eine einstufige Markierung von DNA ermöglicht, durch eine 
Diels-Alder Reaktion zu synthetisieren gelang nicht. Die Umsetzung von 63 mit Biotin-
Maleimid (71) führte nicht zum gewünschten AdoBiotinDA (72), da die Reaktion zu lange 
dauert bzw. der Cofaktor 63 während der Reaktion schon zerfällt. Durch die erfolgreiche 
Synthese des Cofaktors AdoFuranamid (63) steht nun aber ein neuer Cofaktor zur Verfügung, 
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mit dessen Hilfe Furanylgruppen auf DNA übertragen werden können. Diese könnten dann in 
einer Diels-Alder-Reaktion mit Maleimid-funktionalisierten Reportermolekülen markiert 
werden (Graham et al., 2002). 
 
C.7   Biotin-Cofaktoren AdoBiotinPeptid (66) und AdoBiotinKlick (67) 
Die Diels-Alder-Reaktion hat sich für die Synthese eines AdoMet-Analogons als ungeeignet 
erwiesen. Daher werden in diesem Kapitel zwei Reaktionen vorgestellt, die schneller 
ablaufen. Die Reaktionszeit scheint neben dem pH-Wert der wichtigste Faktor bei der 
abschließenden Reaktion zwischen Cofaktor und Biotin-Derivat zu sein. 
Die Kupplung eines Amins mit einem NHS-Ester läuft schnell und quantitativ bei 
Raumtemperatur ab. Da die Aminosäureseitenkette aber auch eine Aminogruppe trägt, 
müssen die Reaktionsbedingungen genau eingestellt werden, um nur die Aminogruppe der zu 
übertragenden Seitenkette zur Reaktion zu bringen (s. C.7.1). 
Die CuAAC erfüllt für das Ziel, einen doppelt-aktivierten Cofaktor mit Biotin in der 
Seitenkette herzustellen, alle notwendigen Bedingungen. Außerdem kann die CuAAC unter 
leicht sauren Bedingungen durchgeführt werden, was sie sehr interessant macht. Die meisten 
anderen Reaktionen verlaufen entweder im Basischen besser oder erfordern Schutzgruppen, 
die im Basischen abgespalten werden müssen. Folglich soll hier die Strategie verfolgt werden, 
ein Cofaktor-Analogon mit endständigem Alkin mit einem azidmodifizierten Biotin zu 
kuppeln (vgl. auch C.7.2).  
C.7.1 Synthese von AdoBiotinPeptid (66) 
 
Schema 20: Synthese von AdoBiotinPeptid (66) über AdoButinAmin (64).  
  C.7   Biotin-Cofaktoren 
  57 
Die Synthese von 4-Amino-2-butin-1-ol.HCl (61) wurde wie in Abschnitt C.5.1 beschrieben 
durchgeführt. Das Schützen der Aminogruppe mit einer Boc-Funktion erfolgte nach einer 
Standard-Methode mit Boc-Anhydrid und Triethylamin als Base. Es ist essentiell, keinen 
Überschuss an Boc-Anhydrid und TEA zu verwenden, da sonst auch die weniger reaktive 
Alkoholgruppe Boc-geschützt wird (Schema 20). Um nicht umgesetztes Boc-Anhydrid ohne 
Säulenchromatographie zu entfernen, wurde eine Methode nach Y. Basel verwendet (Basel et 
al., 2001). Dabei wurde Imidazol zugesetzt, das mit Boc-Anhydrid zu 1-Boc-Imidazol reagiert 
und sich beim Extrahieren mit 1%iger HCl sofort in flüchtige (CO2) und gut wasserlösliche 
(Imidazol, tert-Butanol) Bestandteile zersetzt. Das Produkt wurde als das gewünschte N-Boc-
4-Amino-2-butin-1-ol (76) in 48% Ausbeute erhalten und durch 1H-NMR charakterisiert.  
Die Alkoholfunktion von 76 wird für den späteren nucleophilen Angriff von AdoHcy (2) 
aktiviert. Sulfonate haben sich als gute Abgangsgruppen erwiesen und durch die Wahl einer 
geeigneten Sulfonsäure lässt sich die Geschwindigkeit der nucleophilen Substitution 
einstellen. Die reaktivste Abgangsgruppe ist Triflat, welches allerdings den Alkohol 76 so 
stark aktiviert, dass dieser zu instabil wird und somit unmöglich zu handhaben ist. Dagegen 
eignet sich 4-Nitrobenzolsulfonat (Nosylat) gut, um propargylische Aminoalkohole wie N-
Boc-4-Amino-2-butin-1-ol (76) zu aktivieren. Die Aktivierung erfolgt durch Umsetzung mit 
4-Nitrobenzolsulfonsäurechlorid und NaOH als Base mit 71% Ausbeute. Auch hier wurde das 
gewünschte Nosylat 77 durch 1H-NMR identifiziert. 
AdoButinAmin (64) wird analog zu AdoGABA (21) (C.5.1), durch Umsetzen von 
AdoHcy (2) mit einem 32-fachen Überschuss an N-Boc-4-Amino-2-butinylnosylat (77) in 
einem 1:1 Gemisch aus Ameisen- und Essigsäure erhalten. Das Abspalten der Boc-
Schutzgruppe erfolgt in 66%iger TFA. Die Boc-Schutzgruppe ist nach 1 h vollständig 
abgespalten und eine mögliche Depurinierung des Cofaktor-Analogons ist noch nicht erfolgt, 
was diese Syntheseroute robust macht. Die Ausbeute über beide Schritte ist mit 33% gut für 
eine AdoMet-Analogon-Synthese. 
Das Kuppeln eines NHS-Esters, in diesem Fall Biotin-NHS (22), an die propargylische 
Aminogruppe der Seitenkette von AdoButinAmin (64) stellt aus zwei Gründen eine 
Herausforderung dar. Erstens verfügt AdoButinAmin (64) über zwei nucleophile primäre 
Aminogruppen, die mit einem Aktivester reagieren können, jedoch darf nur die 
propargylische Aminogruppe reagieren. Die Aminogruppe der Aminosäure soll keine 
Reaktion eingehen. Der Einsatz von orthogonalen Schutzgruppen ist sehr erschwert, da 
AdoMet-Analoga nur saure Bedingungen tolerieren, um Schutzgruppen abzuspalten. Da aber 
zwei verschiedene Bedingungen nötig sind um zwei Schutzgruppen nacheinander 
abzuspalten, wäre in diesem Fall ein Paar von Schutzgruppen nötig, die sich beide bei 
unterschiedlich sauren pH-Werten abspalten. Zweitens sind für die Kupplung eines NHS-
Esters mit einem Amin neutrale bis basische Bedingungen nötig. Der Cofaktor addiert jedoch 
unter solchen Bedingungen Wasser an die Dreifachbindung oder bildet den Thioether, was zur 
Inaktivierung des Cofaktors führt.  
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Die propargylische Aminogruppe hat wahrscheinlich gegenüber der Aminogruppe der 
Aminosäure einen niedrigeren pKs-Wert (typischerweise 8,2) (Kratzer, 2005), während der 
pKs-Wert einer Aminogruppe einer Aminosäure bei 9,3-10,3 liegt (Werte für Methionin bzw. 
Cystein; Vollhardt & Shore, 2000). Dies bedeutet, dass die propargylische Aminogruppe eher 
unprotoniert vorliegt, während die Aminogruppe der Aminosäure schon protoniert und damit 
für einen nucleophilen Angriff inaktiviert ist. Durch Einstellen eines fast neutralen pH-Werts 
(6,5-7,0) wird die Regioselektivität gewährleistet. Die Anlagerung von Wasser an die 
Dreifachbindung lässt sich nicht vollständig unterdrücken. Sie ist aber langsamer als die 
Kupplungsreaktion, sodass das gewünschte AdoBiotinPeptid (66) durch Abbrechen der 
Reaktion nach 5 min durch Zugabe von HCl (bis pH 2) in akzeptabler Ausbeute (13%) mit 
geringen Anteilen von Additionsprodukt mit Wasser erhalten werden kann. Aufgrund der sehr 
ähnlichen Polarität lassen sich beide Verbindungen nicht durch rp-HPLC trennen. Im ESI-
MS-Spektrum ist das Signal für das Additionsprodukt (m/z=696) viel kleiner als das von 
AdoBiotinPeptid (66) (m/z=678) (Abb. 25). Auch wenn die Signalhöhe nicht proportional zur 
injizierten Stoffmenge ist, wird davon ausgegangen, dass beide Substanzen gleich gut fliegen 
und deshalb eine Aussage über das molare Verhältnis möglich ist. Durch Analyse des ESI-
MS-Spektrums konnte ausgeschlossen werden, dass die Aminogruppe der Aminosäure-
seitenkette mit Biotin-NHS (22) reagiert hat. So findet sich z.B. das Signal für den Thioether 
(nach Abspalten von γ-Aminobutyrolacton) (m/z=577), jedoch nicht das Signal für den 
Thioether ohne Biotin (m/z=351) oder für γ-Aminobutyrolacton plus Biotin (m/z=328). Diese 
Signale müssten erscheinen, wenn das nucleophile Stickstoffatom der Aminosäureseitenkette 
mit Biotin-NHS (22) reagiert hätte. 
 
Abbildung 25: ESI-MS-Analyse von AdoBiotinPeptid (66) Die Signalhöhe für das 
Wasseraddukt (m/z=696) beträgt 22% im Vergleich zu der des Cofaktors 
(m/z=678). 
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C.7.2  Synthese von AdoBiotinKlick (67) 
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Schema 21: Synthese von AdoBiotinKlick (67) über AdoHexin (65). 
Die Kupplung von 5-Hexinsäure (78) mit 4-Amino-2-butin-1-ol (61) (s. C.5.1) erfolgt mit 
Hilfe des Aktivierungsreagenzes Carbonyldiimidazol in 48% Ausbeute (Schema 21). 
Nebenprodukte, der Reaktion  werden durch Säulenchromatographie mit Ethylacetat als 
mobile Phase entfernt. Das gewünschte 4-(5'-Hexinamido)-2-butin-1-ol 79 wurde durch 1H-
NMR charakterisiert.  
Wegen seiner strukturellen Ähnlichkeit zu N-Boc-4-Amino-2-butin-1-ol (76) wird der 
Alkohol 79 ebenfalls als Nosylat aktiviert. Die Ausbeute ist mit 75% etwa gleich hoch wie für 
die Aktivierung von 76 (C.5.1). Die Struktur von 4-(5'-Hexinamido)-2-butinyl-4-
nitrobenzolsulfonat (80) konnte durch 1H-NMR bestätigt werden. 
AdoHexin (65) wird durch Umsetzen von AdoHcy (2) mit einem 32-fachen Überschuss an 
Nosylat 80 in einem 1:1-Gemisch aus Ameisensäure und Essigsäure in 36% Ausbeute 
erhalten. Die Reinigung durch rp-HPLC ist selbst mit einem flachen Gradienten 
anspruchsvoll, da das sehr unpolare Cofaktor-Analogon 65 eine nur wenig kürzere 
Retentionszeit als das hydrolysierte Alkylierungsmittel hat. 
AdoBiotinKlick (67) wurde durch eine CuAAC zwischen AdoHexin (65) und Biotin-Azid 
(33) in 31% Ausbeute synthetisiert. Die Ausbeute der Klickreaktion ist mehr als doppelt so 
hoch wie die Amidbildungsreaktion zu AdoBiotinPeptid (66). Die Klickreaktion ist absolut 
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regiospezifisch und muss im Gegensatz zur Amidbildungsreaktion zu AdoBiotinPeptid (66) 
nicht frühzeitig abgebrochen werden. Die Struktur des gewünschten Produkts wurde durch 
ESI-MS bestätigt. Allerdings findet sich im Massenspektrum ein [M+18]+-Signal (m/z=1008), 
das darauf hindeutet, dass in geringem Maße Wasser an die Dreifachbindung addiert worden 
ist (Abb. 26). 
 
Abbildung 26: ESI-MS-Analyse von AdoBiotinKlick (67) Die Höhe des Signals für das 
Wasseraddukt (m/z=1008) beträgt 11% im Vergleich zu der des Cofaktors 
(m/z=990). 
In früheren Arbeiten wurde versucht, das Cofaktor-Analogon AdoEnIn (24) durch CuAAC 
mit Dansylazid zu einem Cofaktor, der eine einstufige Markierung ermöglicht, umzusetzen. 
Statt des gewünschten Produkts entstand jedoch immer sehr schnell AdoHcy (2) (Kröger, 
2012). Es wird angenommen, dass Kupfer (I) mit der konjugierten terminalen 
Dreifachbindung ein Kupferacetylid (19a) bildet, das aufgrund der Konjugation instabil ist. 
Durch Elektronenverschiebung kann sich ein Allen (81) bilden, sodass das Sulfoniumzentrum 
zum Sulfid reagiert (Schema 22).   
 
Schema 22: Postulierter Zerfall von AdoEnIn (24a) zu AdoHcy (2) unter Einwirkung von 
Kupfer (I). 
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Im Fall von AdoBiotinKlick (67) ist die terminale Dreifachbindung nicht konjugiert, sodass 
sich kein Allen bilden kann. Bei der ESI-MS-Analyse der Reaktionsprodukte konnte kein 
AdoHcy (2) nachgewiesen werden, was im Einklang mit der Hypothese von Kröger (Kröger, 
2012) ist. 
 
C.7.3 Modifikations-Restriktions-Tests mit AdoButinAmin (64), 
AdoHexin (65), AdoBiotinPeptid (66) und AdoBiotinKlick (67) 
C.7.3.1 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.TaqI auf λ-DNA  
Die vier Cofaktor-Analoga sind in den ersten fünf Atomen ihrer übertragbaren Seitenketten 
dem Cofaktor-Analogon AdoGABA (21) (s. C.5) gleich. Unter der Voraussetzung, dass die 
weiteren Verlängerungen nicht zu ungünstigen sterischen Wechselwirkungen führen, sind 
ähnliche Aktivitäten zu erwarten. M.TaqI ist mit allen vier Cofaktor-Analoga aktiv, wobei 
sich die Aktivitäten, wie erwartet, ähneln (AdoButinAmin: TON = 4-8 h-1, AdoHexin:  
TON = 32 h-1, AdoBiotinPeptid: TON = 16 h-1, AdoBiotinKlick: TON = 8 h-1, AdoMet:  
TON = 1024 h-1). Die Spanne der gemessenen Aktivitäten liegt damit zwischen der mit 
AdoGABA (TON = 8 h-1) und der mit AdoFuranamid (TON = 32 h-1). Die geringere Aktivität 
von AdoButinAmin (64) ist möglicherweise durch seine geringe Stabilität unter basischen 
Bedingungen zu erklären. Wie schon G. Lukinavičius feststellte, beträgt die Halbwertszeit des 
Cofaktors AdoPentin, der statt der Aminogruppe eine Methylgruppe in der Seitenkette trägt, 
4,6 h. Dabei bildet sich der entsprechende Thioether. Die Halbwertszeit von AdoGABA (21) 
in HhaI-Puffer (pH 7,4) liegt bei nur 6,6 min, da Wasser an die Dreifachbindung angelagert 
wird. Der Zerfallsweg ist also ein anderer (Vgl. C.1.4, SeAdoPropin (26)). 
AdoButinAmin (64) lagert ebenfalls Wasser an die Dreifachbindung an. Der Mechanismus 
der Wasseranlagerung läuft wahrscheinlich ebenfalls über ein Allen als Zwischenstufe ab, wie 
bei AdoPropin (19). Offensichtlich wird sie durch die beiden elektrophilen Gruppen an beiden 
Enden der Dreifachbindung (Amino- bzw. Amidgruppe und das Sulfoniumzentrum) 
unterstützt (Lukinavičius, 2007 a). Da eine protonierte Aminogruppe elektronenziehender als 
eine Amidgruppe ist, ist es gut möglich, dass AdoButinAmin (64) schneller Wasser addiert 
als die drei Cofaktor-Analoga 65, 66 und 67 mit einer Amidgruppe. Die leicht 
unterschiedliche Aktivität dieser drei Cofaktoren hängt wahrscheinlich doch mit der Länge 
der übertragenen Seitenkette zusammen. Es fällt auf, dass die längste Seitenkette von 
AdoBiotinKlick (67) am langsamsten und die kleinste Seitenkette von AdoHexin (65) am 
schnellsten übertragen wird. Der sterische Anspruch der Seitenkette beeinflusst die 
Übertragungsgeschwindigkeit also in geringem Maße (Abb. 27). 
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AdoMet (1)  AdoButinAmin (64) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18  1 2 3 4 5 6 7 8 
 
 
 
AdoHexin (65)  AdoBiotinPeptid (66)  AdoBiotinKlick (67)  Kontrollen            
1 2 3 4 5 6 7 8  1 2 3 4 5 6 7 8  1 2 3 4 5 6  K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 
 
Abbildung 27: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.TaqI und AdoMet (1) bzw. 
AdoButinAmin (64), AdoHexin (65), AdoBiotinPeptid (66) und AdoBiotinKlick 
(67). Die DNA-MTase-Konzentration ist jeweils in der ersten Spur 
stöchiometrisch in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von 
Spur zu Spur halbiert. Kontrollen: K1: λ-DNA; K2: λ-DNA mit M.TaqI und 
danach mit R.TaqI inkubiert; K3: λ-DNA mit R.TaqI inkubiert; K4-K8: λ-DNA 
mit AdoMet (1) bzw. den Cofaktor-Analoga (64, 65, 66, 67) und danach mit 
R.TaqI inkubiert; Der geschützte und der ungeschützte Bereich sind durch 
eine weiße Linie getrennt. Reaktionsbedingungen: Modifikation: λ-DNA 
(1,56 nM), (S)-AdoMet (1) (300 µM), Cofaktor (600 µM, R/S-Gemisch), 
M.TaqI (0,2 µg, 209 nM, erste Spur), pH 7,9, 60°C, 1 h; Restriktion: R.TaqI 
(10 u), pH 8,0, 60°C, 1 h. 
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C.7.3.2 Modifikations-Restriktions-Tests mit M.BseCI auf λ-DNA 
M.BseCI ist mit allen vier Cofaktor-Analoga aktiv (Abb. 28). Im Vergleich zu M.TaqI ist die 
Reaktivitätsreihenfolge eine andere. Die TONs betragen: AdoButinAmin (64): 1,45 h-1, 
AdoHexin (65): 0,36 h-1, AdoBiotinPeptid (66): 0,73 h-1, AdoBiotinKlick (67): 0,73 h-1, 
AdoMet (1): 5,82 h-1). Im Vergleich dazu beträgt die TON mit AdoGABA (21) 1,45 h-1. Ein  
echt katalytischer Umsatz mit einer TON > 1  wird nur mit AdoButinAmin (64) erreicht. Die 
anderen drei Cofaktor-Analoga brauchen einen Überschuss an DNA-MTase, um einen 
vollständigen Schutz der λ-DNA zu erreichen. 
AdoMet (1)  AdoBiotinPeptid (66)  AdoBiotinKlick (67) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  1 2 3 4 5 6 7 8  1 2 3 4 5 6 7 8 
 
AdoButinAmin (64)  AdoHexin (65)  Kontrollen 
1 2 3 4 5 6 7 8  1 2 3 4 5 6 7 8  K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 
 
Abbildung 28: Modifikations-Restriktions-Aktivitätstests mit M.BseCI und AdoMet (1), bzw. 
AdoBiotinPeptid (66), AdoBiotinKlick (67), AdoButinAmin (64), 
AdoHexin (65). Die DNA-MTase-Konzentration beträgt 11 Äq. in den ersten 
Spuren in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA und wird von Spur zu 
Spur halbiert. Kontrollen. K1: λ-DNA; K2: λ-DNA mit M.TaqI; K3: λ-DNA mit 
R.TaqI inkubiert; K4-K8: λ-DNA mit AdoMet (1) bzw. den Cofaktor-Analoga 
(66, 67, 64, 65) und danach mit R.Bsu15I inkubiert. Der geschützte und der 
ungeschützte Bereich sind durch eine weiße Linie getrennt. Reaktions-
bedingungen: Modifikation: λ-DNA (1,56 nM), (S)-AdoMet (1) (300 µM), 
Cofaktor (600 µM, R/S-Gemisch), M.BseCI (0,34 µg, 255 nM, erste Spur), 
pH 7,4, 55°C, 1 h; Restriktion: R.Bsu15I (5 u), pH 7,9, 37°C, 1 h. 
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C.7.3.3 Modifikation von λ-DNA mit M.HhaI Q82A/Y254S/N304A 
Ein Modifikations-Restriktions-Test wurde mit M.HhaI Q82A/Y254S/N304A unter Standard-
Bedingungen (1 h Inkubationszeit) durchgeführt. Die DNA-MTase-Konzentration war in der 
ersten Spur stöchiometrisch in Bezug auf die Zielsequenzen auf λ-DNA. Mit den Cofaktor-
Analoga 66, 67, 64 und 65 zeigte sich keine Aktivität. Die ist überraschend, da das strukturell 
verwandte Cofaktor-Analogon AdoGABA (21) von der Mutante umgesetzt werden kann 
(Lukinavičius, 2007 a). 
 
C.7.4.1 Elektromobilitäts-Verschiebungs-Test: Biotinmarkierung von pUC19-
DNA mit M.TaqI  
Ein Elektromobilitäts-Verschiebungs-Test besteht aus drei Schritten: Im ersten Schritt wird 
Plasmid-DNA durch die sequenzspezifische Übertragung einer Seitenkette eines Cofaktor-
Analogons mit Biotin markiert. Das Plasmid pUC19 hat 4 Zielsequenzen, die mit der MTase 
M.TaqI modifiziert werden können. Im zweiten Schritt wird das Plasmid mit Hilfe eines 
Restriktionsenzyms in Fragmente zerschnitten. Es ist für den Test entscheidend, dass dabei 
ein Fragment entsteht, das eine Länge von 300-400 bp hat und genau eine Zielsequenz für die 
DNA-MTase besitzt. Fragmente dieser Länge lassen sich gut im Agarosegel nachweisen. Im 
dritten Schritt wird das Protein Streptavidin, das eine starke Affinität zu Biotin besitzt, zu der 
Lösung gegeben. Die Bindung zwischen Biotin und Streptavidin ist die stärkste bekannte 
nicht-kovalente Wechselwirkung. Wenn Streptavidin an Biotin eines DNA-Fragments bindet, 
vergrößert sich das Molekulargewicht und die Mobilität verlangsamt sich im Vergleich zu 
dem nicht markierten Fragment während der Gelelektrophorese. Streptavidin ist ein Tetramer 
und hat pro Monomer eine Molekülmasse von 15.000 g/mol. Die Mobilitätsverschiebung ist 
bei Fragmenten mit 300-400 bp Länge am besten zu sehen, während der Effekt mit 
ungeschnittenem Plasmid aufgrund der Größe des Plasmids  (2686 bp) nicht so groß und 
daher kaum sichtbar ist. 
Durch das Schneiden des Plasmids pUC19 mit der REase R.Hin1I entstehen 3 Fragmente von 
denen das größte (2000 bp) 3 Zielsequenzen für M.TaqI, das mittlere (384 bp) eine 
Zielsequenz und das kleinste (304 bp) keine Zielsequenz für M.TaqI trägt. Durch Markieren 
der Plasmid-DNA mit Biotin und Zugabe von Streptavidin sollte also das mittlere Fragment 
deutlich langsamer und das größte Fragment unwesentlich langsamer während der 
Gelelektrophorese laufen. Genau das ist auf dem Agarosegel in Spuren 5 und 13 zu 
beobachten (Abb. 29). Die 384 bp-Bande erscheint deutlich verschoben ( ) und die 
ursprüngliche Bande ist nicht mehr zu sehen. Das bedeutet, dass die Übertragung der 
Seitenkette und deren Markierung mit Streptavidin vollständig sind. Die Kontrollen zeigen 
weiterhin, dass der Cofaktor nicht unspezifisch mit der DNA reagiert (Spur 6 bzw. 14) und 
dass M.TaqI mit beiden Cofaktoren die DNA vollständig schützt (Spuren 2 und 10). Beide 
Cofaktoren 66 und 67 sind für die Markierung gleichermaßen gut geeignet.  
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Weitere Kontrollen zeigen, dass R.HinI aktiv ist (Spur 1), die mit Cofaktor modifizierten 
Plasmidfragmente die gleiche Elektromobilität wie unmodifizierte Plasmidfragmente besitzen 
(Spuren 3 und 11) und dass M.TaqI kein AdoMet (1) mehr gebunden hat (Spur 7). Die 
alleinige Anwesenheit von M.TaqI in der Reaktionslösung hat keinen Einfluss auf das 
Fragmentierungsschema (Spur 9). Die Zugabe von Streptavidin führt zum leichten 
Verschmieren der Plasmidfragmente auf dem Agarosegel (Spur 8). 
 
 
Abbildung 29: Elektromobilitäts-Verschiebungs-Test mit pUC19-Plasmid, M.TaqI und 
AdoBiotinKlick (li, 67) bzw. AdoBiotinPeptid (re, 66). Spuren 4 und 5 bzw. 12 
und 13 enthalten alle Komponenten des Versuchs. In Spuren 4 und 12 
wurden die DNA-Fragmente nicht aufgereinigt und ein 4-facher Überschuss 
an Streptavidin bezogen auf den Cofaktor wurde zugegeben. In Spuren 5 
und 13 wurden die DNA-Fragmente vor dem Inkubieren mit Streptavidin 
aufgereinigt (s. E.6.2.1) und die Streptavidinmenge ist 70-mal geringer. 
Reaktionsbedingungen: Modifikation: pUC19 (28 nM), Cofaktor (80 µM, R/S-
Gemisch), M.TaqI (226 nM), pH 7,9, 60°C, 1 h; Restriktion: R.Hin1I (6 u), 
pH 7,5, 37°C, 1 h, bzw. R.TaqI (6 u), pH 8,0, 60°C, 1 h; Streptavidin-
Bindung: in PBS-Puffer, pH 7,5, 37°C, 1 h. 
Im Modifikations-Restriktions-Test war der Cofaktor noch 600 µM eingesetzt worden, der 
Elektromobilitäts-Verschiebungs-Test hat gezeigt, dass 80 µM ausreichend sind. Auf diese 
Weise kann Cofaktor gespart werden. Um eine quantitative Verschiebung des biotinylierten 
DNA-Fragments auf Agarosegel zu sehen, muss Streptavidin in mindestens stöchiometrischer 
Menge bezogen auf den Biotin-Cofaktor zur Reaktionsmischung gegeben werden. 
Streptavidin ist in PBS-Puffer gelöst, sodass eine große Menge Salz bei der Zugabe von 
Streptavidin eingetragen wird. Dies führt dazu, dass die DNA auf dem Agarosegel 
 AdoBiotinKlick (67)  AdoBiotinPeptid (66) 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9  10 11 12 13 14 
Cofaktor - + + + + + - - -  + + + + + 
M.TaqI - + + + + - + - +  + + + + - 
R.Hin1I + - + + + + - + +  - + + + + 
R.TaqI - + - - - - + - -  + - - - - 
Streptavidin - - - + ⊕ + - + +  - - + ⊕ + 
 
* 
 
 * 
2000
384
304
  2000 
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verschmiert und dass eine weitere Bande (*) über der 384 bp-Bande auftaucht. Eine Befreiung 
der Reaktionsmischung von biotinyliertem Cofaktor vor Zugabe des Streptavidins ist also 
nötig. (s. M.TaqI- und Streptavidin-Titration, C.7.4.2 und C.7.4.3). Dadurch braucht nur ein 
Siebzigstel der Streptavidinmenge eingesetzt werden, um alle biotinylierten Zielsequenzen zu 
sättigen (Spuren 5 und 13). In Spuren 4 und 12 wurde die DNA nicht aufgereinigt. 
C.7.4.2 M.TaqI-Titration zum Elektromobilitäts-Verschiebungs-Test 
Die ersten Versuche des Elektromobilitäts-Verschiebungs-Tests zeigten zwar eine 
vollständige Verschiebung der 384 bp-Bande, jedoch war darüber noch eine weitere, 
schwächere Bande (*) zu erkennen, die nicht erklärt werden konnte. Um ausschließen zu 
können, dass die zweite Bande durch eine unerwünschte Wechselwirkung von M.TaqI mit der 
DNA hervorgerufen wird, wurde der Versuch mit acht verschiedenen Konzentrationen an 
M.TaqI durchgeführt. Die höchste Konzentration betrug, wie in Abb. 29, 2 Äq. und wurde 
von Spur zu Spur halbiert. In der achten Spur waren nur noch 1/64 Äq. vorhanden. Die 
zusätzliche Bande (*) war in allen Proben zu sehen. Daraus kann geschlossen werden, dass 
die Konzentration der M.TaqI keine Rolle für diesen Effekt spielt. Bei 1/64 Äq. M.TaqI wird 
die 384 bp-Bande nicht mehr vollständig verschoben, da die M.TaqI-Konzentration zu gering 
ist (Abb. 30). Die M.TaqI-Titration kann als ein weiterer Aktivitätstest dienen. Im 
Modifikations-Restriktionstest (C.7.3.1) war bei einer doppelt so hohen M.TaqI-
Konzentration (1/32 Äq.) kein vollständiger Schutz mehr gegen die REase R.TaqI festgestellt 
worden. Dies entspricht dem Ergebnis in Abb. 31, wo ebenfalls bei 1/32 Äq. und noch 
deutlicher bei 1/64 Äq. nicht verschobenes 84 bp-Fragment zu erkennen ist. 
    AdoBiotinPeptid (66)     AdoBiotinKlick (67)   
M.TaqI (Äq.) 2     1     1/2   1/4   1/8   1/16  1/32 1/64         2       1     1/2   1/4   1/8   1/16  1/32 1/64 
 
Abbildung 30: M.TaqI-Titration des Elektromobilitäts-Verschiebungs-Tests. Die erste Spur 
enthält mit R.Hin1I (6 u) geschnittenes Plasmid pUC19 (28 nM). Die folgenden 
Spuren enthalten M.TaqI, den Biotin-Cofaktor (80 µM), R.Hin1I (6 u) und 
Streptavidin (3,6 Äq. bezogen auf den Cofaktor), wobei die M.TaqI-
Konzentration von links nach rechts von Spur zu Spur (beginnend mit 2 Äq. 
bezogen auf die Zielsequenzen) halbiert wird. 
 
 * 
 
 * 
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C.7.4.3 Streptavidin-Titration zum Elektromobilitäts-Verschiebungs-Test 
Das Protein Streptavidin liegt als Tetramer vor. Es ist also denkbar, dass bei niedriger 
Konzentration an Streptavidin zwei Biotinmoleküle an ein Tetramer binden. Dieser Komplex 
aus einem Streptavidin-Tetramer und zwei biotinylierten DNA-Fragmenten könnte die 
zusätzliche Bande (*) erklären. Der Versuch wurde daher mit verschiedenen Konzentrationen 
an Streptavidin nochmal durchgeführt. In der ersten Spur wurden 16 Äq. zugegeben und diese 
von Spur zu Spur halbiert. Bei nur einem Äq. Streptavidin wir die 384 bp-Bande nicht mehr 
vollständig verschoben. Es zeigte sich, dass die zusätzliche Bande (*) vor allem bei niedrigen 
Streptavidin-Konzentrationen ausgeprägt war und bei höheren Konzentrationen immer 
schwächer wurde. Allerdings schmiert die DNA bei höheren Streptavidin-Konzentrationen 
immer mehr (Abb. 31). Es gibt keine Konzentration, bei der die zusätzliche Bande (*) 
verschwindet und die DNA nicht schmiert. Die DNA muss also vor der Streptavidin-Zugabe 
gereinigt werden, um überschüssigen biotinylierten Cofaktor zu entfernen.  
 
Streptavidin (Äq.):         16          8            4            2           1          1/2       1/4 
 
Abbildung 31: Streptavidin-Titration des Elektromobilitäts-Verschiebungs-Tests mit 
AdoBiotinPeptid (66). Die erste Spur enthält mit R.Hin1I (6 u) geschnittenes 
Plasmid pUC19 (28 nM). Die folgenden Spuren enthalten M.TaqI (226 nM, 
2 Äq. bezogen auf die Zielsequenzen), AdoBiotinPeptid (66) (80 µM), R.Hin1I 
(6 u) und Streptavidin, wobei die Streptavidin-Konzentration von links nach 
rechts von Spur zu Spur (beginnend mit 16 Äq. bezogen auf den Cofaktor) 
halbiert wird. 
 
   
  * 
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C.7.4.4 Elektromobilitäts-Verschiebungs-Test: Modifikation von pBR322-DNA 
mit M.BseCI 
Da pUC19-DNA keine Erkennungssequenz für M.BseCI aufweist, wird pBR322-DNA 
(4361 bp) verwendet, das genau eine Zielsequenz besitzt. Als REase wird R.TaqI verwendet, 
welches das Plasmid in 6 Fragmente schneidet (1444, 1305, 616, 368, 315, 313 bp). Da eine 
M.BseCI-Erkennungsstelle auch immer eine M.TaqI-Stelle ist, entsteht bei Modifikation aus 
zwei Fragmenten (368, 315 bp) ein großes Fragment ( , 683 bp). Dieses dann durch die 
Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung verschoben werden. Auf dem Gel (Abb. 32) ist zu 
sehen, dass durch Markieren der M.BseCI-Sequenz mit den biotinhaltigen Seitenketten des 
Cofaktors 66 bzw. 67 ein neues Fragment entsteht ( , Spuren 7 und 11), das wiederum durch 
Zugabe von Streptavidin verschoben wird ( , Spuren 8 und 12). Das 683 bp-Fragment wurde 
erfolgreich durch die Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung verschoben. Beide Cofaktoren 66 
und 67 sind in gleichem Maße geeignet. Dieses Experiment ist gleichzeitig auch ein 
Aktivitätstest.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 32: Elektromobilitäts-Verschiebungs-Test mit M.BseCI und AdoBiotinKlick (li, 67) 
bzw. AdoBiotinPeptid (re, 66). Spuren 8 bzw. 12 stellt den Reaktionsansatz 
dar. Reaktionsbedingungen: Modifikation: pBR322 (18 nM), Cofaktor (80 µM, 
R/S-Gemisch), M.BseCI (97 nM), pH 7,4, 55°C, 1 h; Restriktion: R.TaqI (6 u), 
pH 8,0, 60°C, 1 h; Streptavidin-Bindung: in PBS-Puffer, pH 7,5, 37°C, 1 h. 
  Kontrollen ohne Cofaktor AdoBiotinKlick (67) AdoBiotinPeptid (66) 
 1 2 3 4  5 6 7 8 9 10 11 12 
Cofaktor - - - - + + + + + + + + 
M.BseCI - - + + - - + + - - + + 
R.TaqI + + + + + + + + + + + + 
Streptavidin 
- - - + - + - + - + - + 
 
* 
1444 
1305 
 
 
 
 
 
 
 
 
683 
616 
 
 
 
 
 
368 
315, 313 
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Die zusätzliche Bande (*), die zu sehen ist, ist wohl darauf zurückzuführen, dass R.TaqI nicht 
vollständig eine Stelle (an Position 652) geschnitten hat, wodurch ein Fragment von 929 bp 
Länge entsteht. Die Kontrollen zeigen, dass R. TaqI aktiv ist (Spur 1), auch wenn das Plasmid 
zuvor 1 h auf 60°C erhitzt worden ist (Spur 2). Das normale Fragmentierungsmuster in Spur 3 
zeigt an, dass M.BseCI kein AdoMet (1) gebunden hat. Die Zugabe von Streptavidin 
verändert das Fragmentierungsmuster nicht (Spur 4). Wohl aber taucht die schwache 
zusätzliche Bande (*) in beiden Spuren auf. Die alleinige Zugabe von Cofaktor, ohne DNA-
MTase (Spuren 5 und 9), verändert das Fragmentierungsmuster ebenso wenig wie die 
alleinige Zugabe von Cofaktor und anschließend Streptavidin (Spuren 6 und 10). 
C.7.5 Zusammenfassung 
Mit AdoBiotinPeptid (66) und AdoBiotinKlick (67) konnten zum ersten Mal zwei Cofaktoren 
hergestellt werden, mit deren Hilfe Biotin sequenzspezifisch, in einem Schritt und mit hohen 
Umsatzzahlen der DNA-MTase M.TaqI auf DNA übertragen werden kann. In 
Elektromobilitäts-Verschiebungstests mit M.TaqI und M.BseCI wurde nachgewiesen, dass 
die Modifikationen der Zielsequenzen mit beiden Cofaktoren quantitativ und 
sequenzspezifisch verlaufen. Cofaktor-Analoga, die Fluorophore wie TAMRA in einem 
Schritt auf DNA übertragen können, könnten nach einer analogen Syntheseroute hergestellt 
werden. 
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Abbildung 33: Strukturformeln der in dieser Arbeit synthetisierten AdoMet-Analoga zur 
enzymatischen Übertragung verlängerter Seitenketten. 
 
D.1 SeAdoPropin (26) 
Der Cofaktor SeAdoPropin (26) wurde durch Umsetzung von Propargyltriflat (29) mit 
SeAdoHcy (12) synthetisiert und durch ESI-MS und 1H-NMR charakterisiert. Damit ist die 
erste Synthese eines doppelt-aktivierten AdoMet-Analogons mit einem Selenoniumzentrum 
gelungen. Eine große Zahl von DNA- und Protein-MTasen zeigt eine hohe Aktivität mit dem 
Cofaktor 26. M.HhaI Q82A/Y254S/N304A zeigt mit dem Cofaktor 26 sogar eine höhere 
Aktivität als mit AdoMet (1) (Tabelle 1). Parallel wurde mit allen getesteten DNA-MTasen 
die Aktivität mit dem Schwefel-Analogon AdoPropin (19) verglichen. In keinem der 
getesteten Fälle, in denen eine DNA-MTase-Aktivität mit dem Selen-Analogon beobachtet 
wurde, konnte eine Aktivität mit dem Schwefel-Analogon detektiert werden. Dies wird vor 
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allem mit einer höheren Stabilität von SeAdoPropin (26) in neutralen bis basischen 
Enzympuffern begründet. Dies mag verwundern, denn unter sauren Bedingungen ist die 
Stabilitätsreihenfolge umgekehrt, was aber leicht mit unterschiedlichen Zerfallswegen 
begründet werden kann. (s. C.1.4) In Tabelle 1 sind die Aktivitäten der verschiedenen DNA-
MTasen zusammengetragen, die eine Aktivität mit 26 gezeigt haben. 
Tabelle 1: Spezifische Aktivitäten verschiedener DNA-MTasen mit SeAdoPropin (26). Zum 
Vergleich sind die Aktivitäten des natürlichen Cofaktors AdoMet (1) mit aufgeführt. 
DNA-MTase Zielposition AdoMet (1) 
Aktivität / TON / h-1 
SeAdoPropin (26) 
Aktivität / TON / h-1 
M.TaqI N6-Adenin 1024 16-32 
M.BseCI N6-Adenin 5,82 1,45-2,91 
M.HhaI 
Q82A/Y254S/N304A 
C5-Cytosin 1,6 3,2 
M.BcnIb N4-Cytosin 16 1 
M.RsrI N6-Adenin 0,06 0,03 
Keine Aktivität zeigten hingegen die DNA-Cytosin-C5-MTasen M.HhaI, M.SssI und M.SssI 
Q142A. Die Protein-MTasen Dim-5, Clr4, G9a, Set7/9, PRMT1 und PrmC zeigen ebenfalls 
Aktivität mit SeAdoPropin (26) und ihren natürlichen Proteinsubstraten und teilweise darüber 
hinaus. 
Damit stellt SeAdoPropin (26) eine Alternative zu AdoEnIn (24) dar, um DNA und Proteine 
sequenzspezifisch zu alkinylieren. Da SeAdoPropin (26) kleiner ist als AdoEnIn (24) und von 
einer größeren Anzahl von MTasen umgesetzt wird, erweitert der neue Cofaktor die 
möglichen DNA-Sequenzen, die nun modifiziert werden können.  
 
D.2 SeAdoEthAzid (37) und SeAdoPropAzid (34) 
Die Azid-Cofaktoren 37, 34 wurden durch Umsetzung von SeAdoHcy (12) mit den 
jeweiligen Triflaten synthetisiert. Sie werden von keiner getesteten DNA-MTasen akzeptiert, 
d.h. die alleinige Aktivierung durch das Selenoniumzentrum reicht nicht aus (C.2.2). Ein 
Cofaktor, der ein primäres Azid trägt und von einer DNA-MTase umgesetzt werden soll, 
muss also doppeltaktiviert sein. 
Jedoch werden die Cofaktoren 37 und 34 von der Protein-MTase Dim-5 akzeptiert, was sie 
für das zweistufige Markierungsverfahren an Proteinen interessant macht. In diesem wird 
durch die Protein-MTase und den Cofaktor ein Azid auf das Zielprotein übertragen, das 
anschließend mit einem Alkin-funktionalisierten Reportermolekül in einer CuAAC verknüpft 
wird. 
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Der Versuch ein kürzeres Analogon herzustellen, das ein Methylazid als Seitenkette trägt 
(AdoMeAzid), ist nicht gelungen. Das Cofaktor-Analogon wäre über die Azidgruppe in β-
Stellung zum Sulfoniumzentrum doppeltaktiviert, was zu einer besseren Übertragung der 
Seitenkette hätte führen können. 
 
D.3 AdoAzidoBenz (45) 
Die Synthese des Cofaktors AdoAzidoBenz (45) wurde durch Umsetzung von 3-
Azidobenzylmesylat (53) mit AdoHcy (2) erreicht. Auf demselben Wege konnte auch das 
Selen-Analogon SeAdoAzidoBenz (46) mit SeAdoHcy (12) synthetisiert werden. Es ließ sich 
nur das meta-Strukturisomer isolieren, nicht jedoch das para-Isomer, das vermutlich aufgrund 
der zu hohen Aktivierung sofort nach seiner Bildung wieder hydrolysiert. Zwei DNA-MTasen 
(M.TaqI und M.BseCI) sind mit AdoAzidoBenz (45) - wie mit allen Cofaktor-Analoga mit 
einem aromatischen System in β-Position zum Sulfoniumzentrum - sehr aktiv (Tabelle 2). 
Andere DNA-MTasen zeigten keine Aktivität.  
Tabelle 2: Spezifische Aktivitäten verschiedener DNA-MTasen mit AdoAzidoBenz (45) und 
SeAdoAzidoBenz (46). Zum Vergleich sind die Aktivitäten des natürlichen Cofaktors 
AdoMet (1) in einem parallelen Experiment mit aufgeführt. 
DNA-MTase Zielposition AdoMet (1) 
Aktivität / TON / 
h-1 
AdoAzidoBenz (45) 
Aktivität / TON / h-1 
SeAdoAzidoBenz (46) 
Aktivität / TON/ h-1 
M.TaqI N6-Adenin 4096 512 256 
M.BseCI N6-Adenin 2,91 1,45 16* 
* wurde nicht unter den gleichen Bedingungen getestet. (C.3.2.2) 
Das photoreaktive aromatische Azid konnte durch Bestrahlen mit UV-Licht erfolgreich dazu 
verwendet werden, die übertragende DNA-MTase kovalent an die Substrat-DNA zu binden. 
Auf Plasmid-DNA war die Vernetzungsausbeute mit M.TaqI deutlich höher als mit M.BseCI. 
Dies kann daran liegen, dass M.TaqI die DNA deutlich fester bindet als M.BseCI. Die 
Vernetzung von M.TaqI gelang auf pUC19-Plasmid mit Ausbeuten von ca. 10%, was im 
Vergleich zu anderen Photo-Vernetzungsexperimenten eine gute Ausbeute darstellt. Der 
Zeitpunkt des Bestrahlens während des Experimentes hat Einfluss auf die Ausbeute. Am 
günstigsten ist es, während der Modifikationsreaktion mit M.TaqI bei 60°C zu bestrahlen. 
Aber auch wenn nach der Übertragungsreaktion bei 4°C bestrahlt wird, bildet sich der 
kovalente MTase-DNA-Komplex.    
In zukünftigen Anwendungen könnte dieser Cofaktor in zweistufigen Markierungsverfahren 
eine Rolle spielen. Das aromatische Azid kann nach Übertragung in einer bioorthogonalen 
Reaktion mit Alkin-funktionalisierten Reportermolekülen in einer CuAAC reagieren. 
Alternativ kann es in einer ringspanungsgetriebenen 1,3-dipolaren Cycloaddition mit einem 
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Cyclooctinderivat (82) zu einem neuen Cofaktor (83) reagieren. Eventuell kann diese 
Reaktion auch am Cofaktor selbst stattfinden, um einen Cofaktor für ein einstufiges 
Markierungsverfahren zu erzeugen (Schema 23). 
2
2
3
2
2
 
Schema 23: Mögliche ringspannungsgetriebene 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen 
AdoAzidoBenz (45) und einem Cyclooctinderivat (82). 
 
Cofaktoren mit aromatischen Seitenketten eignen sich auch um den Übergangszustand 
während der enzymatischen Modifikationsreaktion mit M.TaqI und M.BseCI näher zu 
erforschen. Durch Einführen von verschiedenen, elektronenziehenden oder elektronen-
schiebenden, Substituenten an dem Phenylring in meta- oder para-Position kann die 
Stabilisierung einer positiven Ladung am α-C-Atom der Seitenkette beeinflusst werden. 
Sollten die Seitenketten umso schneller übertragen werden, je besser die positive Ladung am 
α-C-Atom stabilisiert werden kann, wäre dies ein guter Hinweis darauf, dass die SN2-
Reaktion der enzymatischen Übertragung über einen lockeren Übergangszustand läuft. 
 
D.4 SeAdoMePropen (54) und SeAdoStyrol (55) 
SeAdoMePropen (54) wurde durch Umsetzung von SeAdoHcy (12) mit 2-Methyl-2-
Propentriflat (58) synthetisiert, während SeAdoStyrol (55) aus dem Chlorid 57 und 
SeAdoHcy (12) hergestellt wurde. 
SeAdoMePropen (54) und SeAdoStyrol (55) werden von den DNA-MTasen M.TaqI und 
M.BseCI als Cosubstrate akzeptiert, jedoch von keiner anderen getesteten MTase. Durch die 
stärkere Aktivierung durch Selen zählen sie zu den aktivsten Cofaktoren. M.BseCI ist mit 
SeAdoStyrol (55) so aktiv wie mit dem natürlichen Cofaktor AdoMet (1), die Aktivität mit 
SeAdoMePropen (54) ist nur um den Faktor zwei kleiner (Tabelle 3).  
Im Gegensatz zu SeAdoMePropen (54) wird das isostere AdoKeton (31) nicht von M.TaqI 
umgesetzt. Da die C-O-Doppelbindung nur eine negative Ladung während eine C-C-
Doppelbindung sowohl eine negative als auch ein positive Ladung am α-C-Atom der 
Seitenkette stabilisieren kann, deutet dies darauf hin, dass die Übertragungsreaktion nach 
einem lockeren (dissoziativen) SN2-Mechanismus abläuft. Die Aussage muss allerdings etwas 
eingeschränkt werden, da SeAdoMePropen (54) über ein Selenoniumzentrum verfügt, 
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während AdoKeton (31) ein Sulfoniumzentrum besitzt. Um zu einer definitiven Aussage über 
den Übergangszustand von M.TaqI und anderen MTasen zu kommen, wäre ein nächster 
Schritt, das Selen-Analogon zu 31 oder das Schwefel-Analogon zu 54 zu synthetisieren und 
es anschließend mit dem entsprechenden isosteren Cofaktor-Analogon zu vergleichen. 
SeAdoStyrol (55) kann eingesetzt werden um Styrolgruppen auf DNA zu übertragen, die 
anschließend in einer bioorthogonalen Reaktion mit einer Nitriloxid-funktionalisierten 
Reportergruppe (84) reagieren können. Alternativ könnte SeAdoStyrol (55) direkt mit einem 
Nitriloxid-funktionalisierten Reportermolekül (84) umgesetzt (Schema 24) und so die Palette 
der Cofaktoren für einstufige Markierungsverfahren um ein Derivat (85) erweitert werden. 
 
Schema 24: Mögliche 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen SeAdoStyrol (55) und einem 
Nitriloxidderivat (84). 
Tabelle 3: Spezifische Aktivitäten verschiedener DNA-MTasen mit SeAdoStyrol (55) und 
SeAdoMePropen (54). Zum Vergleich sind die Aktivitäten (in TON) des natürlichen Cofaktors 
AdoMet (1) in einem parallelen Experiment mit aufgeführt. 
DNA-MTase Zielposition AdoMet (1) 
Aktivität / TON / h-1 
SeAdoStyrol (55) 
Aktivität / TON / h-1 
SeAdoMePropen (54) 
Aktivität / TON / h-1 
M.TaqI N6-Adenin 512 64 64 
M.BseCI N6-Adenin 5,82 5,82 2,91 
 
D.5 AdoGABA (21), SeAdoGABA (59) 
Die Synthese und Anwendungen des Cofaktors AdoGABA (21) wurde bereits 2007 
veröffentlicht (Lukinavičius et al., 2007 a, b). Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Synthese 
um eine Stufe verkürzt und die Aufreinigung der ersten Stufe vereinfacht werden. Die hier 
vorgestellte Synthese startet nun mit 4-Chlor-2-butin-1-ol (60), welches mit Urotropin (62) zu 
4-Amino-2-butin-1-ol (61) umgesetzt wird (s. C.5.1). Die folgenden Syntheseschritte bleiben 
unverändert. Aufgrund dessen ist die Ausbeute von 0,43% (reines Epimer) auf 10% 
(Epimerengemisch am Schwefel) über alle Stufen erhöht worden. Das Selen-Analogon 
SeAdoGABA (59) wurde ausgehend von SeAdoHcy (12) ebenfalls synthetisiert und 
bezüglich der Reaktivität mit dem Schwefel-Analogon verglichen. M.TaqI ist mit 
SeAdoGABA (59) 4-mal aktiver als mit AdoGABA (21), was wiederum durch die 
schwächere Se-C-Bindung erklärt werden kann, die eine schnellere Übertragung durch die 
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DNA-MTase ermöglicht. M.BseCI ist mit beiden Analoga 21 und 59 gleich reaktiv 
(Tabelle 4). Auch hier bereichert die Selen-Variante des Cofaktors die Möglichkeiten DNA 
mit Aminogruppen zu modifizieren. 
 
Tabelle 4: Spezifische Aktivitäten verschiedener DNA-MTasen mit AdoGABA (21) und 
SeAdoGABA (59). Zum Vergleich sind die Aktivitäten (in TON) des natürlichen Cofaktors 
AdoMet (1) in einem parallelen Experiment mit aufgeführt. 
DNA-MTase Zielposition AdoMet (1) Aktivität / 
TON / h-1 
AdoGABA (21) Aktivität / 
TON / h-1 
SeAdoGABA (59) 
Aktivität / TON / h-1 
M.TaqI N6-Adenin 2048 8 32 
M.BseCI N6-Adenin 5,82 1,45 1,45 
 
D.6 AdoFuranamid (63) 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch Umsetzung von AdoHcy (2) mit der als Nosylat 
aktivierten Seitenkette, ein Cofaktor synthetisiert werden, der wie AdoFurfuryl (86, Abb. 34) 
(Kröger, 2012) einen Furanring als funktionelle Gruppe trägt (AdoFuranamid, 63). M.TaqI 
und M.BseCI sind mit dem Cofaktor 63 so aktiv wie mit AdoHexin (65) (Tabelle 5). Es 
gelang nicht, den Cofaktor 63 in einer Diels-Alder-Reaktion mit Biotin-Maleimid (71) 
umzusetzen und so einen Biotin-Cofaktor (AdoBiotinDA, 72) zu erzeugen, der Biotin bereits 
in der Seitenkette trägt. Für die Diels-Alder-Reaktion sind zu hohe Temperaturen bzw. zu 
lange Reaktionszeiten nötig, als dass der Cofaktor isoliert werden könnte. AdoFuranamid (63) 
sollte sich aber gut für eine DNA-Markierung in zwei Schritten eigenen. Nach enzymatischer 
Übertragung auf die DNA könnte der Furanring mit verschiedenen Maleimiden zur Reaktion 
gebracht werden. 
2
2
2
2
 
Abbildung 34: Struktur von AdoFuranamid (63) im Vergleich mit AdoFurfuryl (86) (Kröger, 
2012). 
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Tabelle 5: Spezifische Aktivitäten verschiedener DNA-MTasen mit AdoFuranamid  (63). Zum 
Vergleich sind die Aktivitäten (in TON) des natürlichen Cofaktors AdoMet (1) in einem 
parallelen Experiment mit aufgeführt. 
DNA-MTase Zielposition AdoMet (1) Aktivität / TON / h-1 AdoFuranamid (63) Aktivität / 
TON / h-1 
M.TaqI N6-Adenin 512 32 
M.BseCI N6-Adenin 5,82 0,36 
 
D.7 Biotin-Cofaktoren AdoBiotinPeptid (66), AdoBiotinKlick (67)  
und deren Vorstufen AdoButinAmin (64) und AdoHexin (65) 
Der Cofaktor AdoBiotinPeptid (66) konnte in einer siebenstufigen Synthese hergestellt 
werden. Dazu wurde zunächst der Cofaktor AdoButinAmin (64) (Lukinavičius 2007 a) 
synthetisiert. Bei der folgenden Umsetzung mit Biotin-NHS (22) zum Biotin-Cofaktor 66 
konkurrieren die beiden Aminogruppen von AdoButinAmin (64) als Nucleophile. Da das 
propargylische Amin einen niedrigeren pKs-Wert (typischerweise 8,5) als das Amin der α-
Aminosäure (typischerweise > 9) besitzt, liegt es bei neutralem pH-Wert in viel geringerem 
Maße protoniert vor, und greift den NHS-Ester bevorzugt an. Daher kann bei der Synthese 
von AdoBiotinPeptid (66) auf Schutzgruppen verzichtet werden. Die Reaktion kann jedoch 
nicht bis zum vollständigen Umsatz getrieben werden, da sowohl Edukt 64 als auch Produkt 
66 bei neutralen und leicht basischen pH-Werten Wasser an die Dreifachbindung anlagern. 
Glücklicherweise ist die Kupplungsreaktion zwischen dem propargylischen Amin 64 und dem 
NHS-Ester 49 schneller, sodass nach 5 min Reaktionszeit sich schon viel Produkt 66 aber 
wenig Wasseraddukt gebildet hat. Die Ausbeute des letzten Reaktionsschritt liegt trotzdem 
nur bei 13%,. 
Die Synthese des zweiten Biotin-Cofaktors AdoBiotinKlick (67) erfordert den gleichen 
synthetischen Aufwand wie die von AdoBiotinPeptid (66). Der letzte Reaktionsschritt ist eine 
CuAAC zwischen AdoHexin (65) und Biotin-Azid (33), die in 31% Ausbeute abläuft.  Da die 
gleiche Reaktion mit AdoEnIn (24) (Kröger, 2012) zum Zerfall zu AdoHcy (2) führt, ist dies 
ein gutes Indiz dafür, dass die terminale Dreifachbindung der Cofaktorseitenkette nicht in 
Konjugation mit der Mehrfachbindung in β-Stellung stehen darf. 
Damit ist es zum ersten Mal gelungen doppeltaktivierte Cofaktoren, die ein Biotin in ihrer 
Seitenkette tragen, zu synthetisieren und die DNA in einem Schritt zu markieren. Die beiden 
DNA-MTasen M.TaqI und M.BseCI waren mit beiden Cofaktoren 66 und 67 aktiv 
(Tabelle 6), während M.HhaI Q82A/Y254S/N304A keine Aktivität zeigt.  
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Tabelle 6: Spezifische Aktivitäten verschiedener DNA-MTasen mit AdoBiotinPeptid (66) und 
AdoBiotinKlick (67). Zum Vergleich sind die Aktivitäten des natürlichen Cofaktors AdoMet (1) 
und der Cofaktor-Vorstufen AdoHexin (65) und AdoButinAmin (64) mit aufgeführt. 
DNA-
MTase 
Zielpo 
sition 
AdoMet (1) 
Aktivität / TON 
/ h-1 
AdoBiotinPeptid 
(66) Aktivität / 
TON / h-1 
AdoBiotinKlick 
(67) Aktivität / 
TON / h-1 
AdoButinAmin 
(64) Aktivität / 
TON / h-1 
AdoHexin (65) 
Aktivität TON / h-
1
 
M.TaqI N6-
Adenin 
1024 16 8 4-8 32 
M.BseCI N6-
Adenin 
5,82 0,73 0,73 1,45 0,36 
 
Im Prinzip können beliebige Reportermoleküle durch Klickchemie an AdoHexin (65) bzw. 
durch Kuppeln eines Aktivesters an die Aminogruppe von AdoButinAmin (64) gebunden 
werden, sodass die Palette der Cofaktoren für einstufige Markierungsverfahren schnell 
erweitert werden kann. Da die Ergebnisse der Aktivitäts- und Elektromobilitäts-
Verschiebungstests sich sehr ähneln, ist es schwer zu sagen, welcher Cofaktor zu bevorzugen 
ist. AdoBiotinPeptid (66) hat in den Aktivitäts-Tests mit M.TaqI ein wenig besser 
abgeschnitten (Tabelle 6). Für AdoBiotinKlick (67) spricht die höhere Ausbeute in den letzten 
beiden Reaktionsschritten (11% gegenüber 4%). Wenn also das Reportermolekül ein teurer 
Fluoreszenzfarbstoff ist, wird die Synthese mittels CuAAC an AdoHexin (65) günstiger sein. 
Beide Cofaktoren neigen dazu unter physiologischen Bedingungen Wasser an die 
Dreifachbindung anzulagern. Dieses Problem könnte umgangen werden, indem die 
Dreifachbindung gegen eine Doppelbindung ausgetauscht wird, da diese durch Wasser nicht 
angegriffen werden sollte. Hier stellt sich die Frage, ob die Doppelbindung E- oder Z-
konfiguriert sein soll, um gut in das aktive Zentrum einer MTase zu passen.  
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E Experimenteller Teil 
E.1 Materialien und Methoden 
E.1.1 Chemikalien 
Für alle Ansätze und Puffer wird ausschließlich Wasser eingesetzt, das durch eine 
Reinstwasseranlage der Firma Millipore aufbereitet wurde. Sämtliche Chemikalien sind vom 
Reinheitsgrad puriss. p.a. oder p.a. und werden von folgenden Firmen bezogen: 
Chemikalie Firma 
Acetonitril Fisher Scientific 
S-Adenosyl-L-homocystein Sigma (Taufkirchen) 
Agarose Invitrogen (Palslay) 
Ameisensäure J.T. Baker (Griesheim) 
3-Aminobenzylalkohol Fluka (Taufkirchen) 
4-Aminobenzylalkohol Alfa Aesar (Karlsruhe) 
Ammoniak (32% ig) Merck (Darmstadt) 
Ammoniak (g) Westfalengas (Münster) 
Ammoniummolybdattetrahydrat Alfa Aesar (Karlsruhe) 
Biotin-Azid Von Dr. Sophie Willnow zur Verfügung gestellt 
Biotin-NHS Von Sabrina Otto, M.Sc. RWTH zur Verfügung 
gestellt 
Borsäure Gerbu (Gaiberg) 
Bromphenolblau Serva (Heidelberg) 
Carbonyldiimidazol Acros (Geel, Belgien) 
Cer(IV)sulfat Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
4-Chlor-2-butin-1-ol Alfa Aesar (Karlsruhe) 
5’-Chlor-5’-desoxyadenosin Von Dr. Falk Schmidt zur Verfügung gestellt 
2-Chlorethanol Aldrich (Taufkirchen) 
Chloroform Fluka (Taufkirchen) 
3-Chlorpropanol Aldrich (Taufkirchen) 
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Collidin Sigma (Taufkirchen) 
D,L-Dithiothreitol Gerbu (Gaiberg) 
Dichlormethan Merck (Darmstadt) 
Di-tert-butyl-dicarbonat Aldrich (Taufkirchen) 
DOWEX 1X8 Merck (Darmstadt) 
EDTA (Dinatriumsalz) Gerbu (Gaiberg) 
Essigsäure Merck (Darmstadt) 
Ethanol Merck (Darmstadt) 
2-Furanessigsäure Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
GelRed Sigma (Taufkirchen) 
HEPES Gerbu (Gaiberg) 
5-Hexinsäure Alfa Aesar (Karlsruhe) 
Hydrochlorid (Gas) Westfalengas (Münster) 
Imidazol Merck (Darmstadt) 
Kaliumacetat Fluka (Taufkirchen) 
Kupfer(II)sulfat Aldrich (Taufkirchen) 
L-Selenomethionin Acros (Geel, Belgien) 
Magnesiumacetat Tetrahydrat Fluka (Taufkirchen) 
Magnesiumchlorid Hexahydrat J.T. Baker (Griesheim) 
Magnesiumsulfat Merck (Darmstadt) 
Methanol Fisher Scientific 
Methansulfonsäurechlorid Merck (Darmstadt) 
2-Methyl-2-propen-1-ol Acros (Geel, Belgien) 
Natrium Degussa (Düsseldorf) 
Natriumascorbat Sigma (Taufkirchen) 
Natriumazid Chemikalienausgabe IOC 
Natriumchlorid Gerbu (Gaiberg) 
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Natriumhydroxid Merck (Darmstadt) 
Natriumnitrit Chemikalienausgabe IOC 
N-Boc-γ-aminobuttersäure Acros (Geel, Belgien) 
Ninhydrin Sigma (Taufkirchen) 
4-Nitrobenzolsulfonsäurechlorid Fluka (Taufkirchen) 
Phosphorpentachlorid Acros (Geel, Belgien) 
Polyvinylpyridin Fluka (Taufkirchen) 
Propargylalkohol Aldrich (Taufkirchen) 
Salzsäure Chemikalienausgabe IOC 
Schwefelsäure  Merck (Darmstadt) 
Silbernitrat Merck (Darmstadt) 
Streptavidin Gerbu (Gaiberg) 
Tetrahydrofuran (trocken) Acros (Geel, Belgien) 
THPTA Von Dr. Sophie Willnow zur Verfügung gestellt 
Triethylamin Fisher Scientific 
Trifluoressigsäure Alfa Aesar (Karlsruhe) 
Trifluormethansulfonsäureanhydrid Alfa Aesar (Karlsruhe) 
Tris-Acetat Fluka (Taufkirchen) 
Tris-Base Gerbu (Gaiberg) 
Tris-Hydrochlorid AppliChem (Darmstadt) 
Triton X-100 Gerbu (Gaiberg) 
Urotropin Chemikalienausgabe IOC 
4-Vinylbenzylchlorid Acros (Geel, Belgien) 
E.1.2 DNA 
λ-DNA sowie die Plasmide pUC19 und pBR322 werden von der Firma MBI Fermentas (St. 
Leon-Rot) bezogen. 
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E.1.3 Enzyme 
Es werden die folgenden kommerziell erhältlichen Enzyme verwendet: 
R.TaqI   MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
R.BstUI  New England Biolabs (Frankfurt a. M.) 
R.Bsu15I  MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
R.HhaI   New England Biolabs (Frankfurt a. M.) 
R.BcnI:  MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
R.Hin1I  MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
Darüber hinaus werden die folgenden Enzyme eingesetzt: 
M.TaqI:  
Die DNA-Adenin-N6-MTase M.TaqI aus Thermus aquaticus wird nach literaturbekannter 
Methode (Holz et al., 1998) im Arbeitskreis von K. Glensk in E. coli überexprimiert, 
gereinigt und von gebundenem Cofaktor AdoMet (1) befreit (Goedecke et al., 2001). 
M.BseCI:  
Die DNA-Adenin-N6-MTase M.BseCI aus Bacillus stearothermophilus wird 
freundlicherweise von Prof. Dr. M. Kokkidinidis (University of Crete, Heraklion, 
Griechenland) zur Verfügung gestellt. 
M. HhaI:  
Die AdoMet-freie DNA-Cytosin-C5-MTase M.HhaI aus Haemophilus haemolyticus und 
deren Mutante Q82A/Y254S/N304A wird freundlicherweise von Prof. Dr. S. Klimasauskas 
(Institute of Biotechnology, Vilnius, Litauen) zur Verfügung gestellt. 
M.RsrI:  
Die DNA-Adenin-N6-MTase M.RsrI aus Rodobacter shaeroides wird freundlicherweise von 
Prof. Dr. R. I. Gumport (University of Illinois, Urbana, IL, USA) zur Verfügung gestellt. 
M.SssI: Die DNA-Cytosin-C5-MTase M.SssI stammt aus Spiroplasma species Stamm MQ1. 
Der Wildtyp von M.SssI wurde von K. Glensk und die Mutante Q142A von Dr. A. Monami 
hergestellt. Beide Enzyme wurden von  K. Glensk gereinigt. 
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M.SssI Q142A: 
Die Mutante der DNA-Cytosin-C5-MTase M.SssI Q142A wurde von Dr. A. Monami 
hergestellt und von K. Glensk gereinigt. 
M.BcnIb: 
Die DNA-Cytosin-N4-MTase M.BcnIb wurde freundlicherweise von Prof. Dr. S. 
Klimasauskas zur Verfügung gestellt. 
 
E.2 Verwendete Geräte 
E.2.1 Reinstwasseranlage 
Das Reinstwasser wird mit Hilfe des Wasserreinigungssystems MilliQ Academic mit 
vorgeschalteter Elix 3 Anlage der Firma Millipore aufbereitet. Das Reinstwasser hat nach der 
Aufbereitung eine Leitfähigkeit von 18,2 MΩ/cm. 
E.2.2 Gefriertrocknung 
Bei Volumina bis 2 mL wird ein SpeedVac Concentrator SPD 111V mit der Kühleinheit 
Refrigerated Vapor Trap RVT 100 der Firma Savant eingesetzt. Größere Volumina werden an 
der Gefriertrocknungsanlage alpha 1-2 LD der Firma Christ oder in einem Kolben am 
Hochvakuum (HV) sublimiert. 
E.2.3 Zentrifugation 
Proben in Eppendorfgefäßen werden entweder in einer Centrifuge 5415D oder einer Minispin 
plus der Firma Eppendorf (Köln) zentrifugiert. Die Zentrifugen werden mit maximal 
14500 rpm betrieben. 
E.2.4 pH-Wert-Bestimmung 
Zum Messen des pH-Werts von Lösungen kommen pH-Messstäbchen der Firma Merck zum 
Einsatz. Zum Messen des pH-Werts von Enzym-Puffern wird ein pH-Meter 766 Calimatic der 
Firma Knick (Berlin) verwendet. 
E.2.5 Temperierung von Reaktionsansätzen 
Zur konstanten Temperierung von enzymatischen Reaktionen und Proben werden ein 
Inkubationsschrank Mini der Firma MWG Biotech (Ebersberg) und ein Brutschrank Function 
Line der Firma Heraeus (Hanau) eingesetzt. 
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E.2.6 Agarose-Gelelektrophorese 
Bei der Agarose-Gelelektrophorese kommt ein System der Firma BioRad (München) mit 
einem Powerpack 300 derselben Firma zum Einsatz. 
E.2.7 UV-Lampe 
Die Bestrahlungsversuche werden mit einer Philips PL-S 9W/12-Lampe durchgeführt, deren 
Maximum bei 312 nm liegt. Das Spektrum ist bei dieser Version recht breit und reicht von 
270-390 nm. Bei den Versuchen in dieser Arbeit war die Lampe in einem Sunny PSOR-
Kamm 2000 der Firma Metec integriert. 
E.3 Instrumentelle Methoden 
E.3.1 UV/Vis-Spektroskopie 
Zur Messung von UV-Spektren und zur Konzentrationsbestimmung wird das Gerät Cary 3E 
der Firma Varian (Darmstadt) eingesetzt. Die Proben werden in Quarzglasküvetten mit einer 
Schichtdicke von 1 cm gemessen. 
E.3.2 Massenspektrometrie 
Massenspektren werden mit einem Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometer des Typs 
LCQ DECA XP Plus der Firma Finnigan (Dreieich) aufgenommen. Die Proben werden in 
einem Methanol-Wassergemisch (1:1) oder Wasser aufgenommen und mit 1% Ameisensäure 
angesäuert. HR-ESI-MS-Messungen wurden mit einem Elektrospray-Ionisations-
Massenspektrometer des Typs LTQ Orbitrap XL aufgenommen und ausschließlich im 
positiven Modus gemessen. Die Proben werden wie oben beschrieben behandelt. 
 E.3.3 HPLC-ESI-Massenspektrometrie 
Hierfür wurde ein HPLC-ESI-MS-System bestehend aus einem binären Pumpensystem 
Agilent 1100 Series mit einem nachgeschalteten Diodenarray G1615B und einem 
Massenspektrometer Modell G1956B verwendet der Firma Agilent. 
E.3.4 NMR-Spektroskopie 
Die NMR-Spektren werden entweder an einem Inova 400-MHz- oder einem Mercury 
300-MHz-NMR-Spektrometer gemessen. Um die Signale besser zuordnen zu können, werden 
zusätzlich 2D-COSY-Spektren aufgenommen. 
E.3.5 HPLC 
Für Trennungen mittels HPLC wird ein Waters Breeze System, bestehend aus dem binären 
Pumpensystem Waters 1525 mit vorgeschaltetem Waters In-Line Degasser und 
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nachgeschaltetem Waters 2478 Dual λ Absorbance Detector, eingesetzt. Die Steuerung des 
Systems erfolgte über die Software Breeze Version 3.02.  
Zur Filtration der Elutionspuffer werden Polyamid-Filter (0,2 µm) der Firma Sartorius 
(Göttingen) eingesetzt. Die Proben werden in Wasser gelöst, und vor der Injektion 
zentrifugiert, um unlösliche Bestandteile abzutrennen. Die Detektion der Verbindungen 
erfolgt bei zwei verschiedenen Wellenlängen, die bei den jeweiligen Methoden angegeben 
sind. Die HPLC-Säulen werden vor der ersten Injektion so lange unter Startbedingungen 
equilibriert, bis eine stabile Basislinie erreicht ist. Zwischen zwei Injektionen wird mindestens 
15 min unter Startbedingungen equilibriert. Alle Säulen werden mit Vorsäulen verwendet. Die 
eingesetzten Säulentypen werden bei den einzelnen Methoden aufgeführt. 
Alle angegebenen Retentionszeiten sind für eine Anlage mit einer 1 mL Probenschleife 
angegeben. Falls eine 5 mL fassende Probenschleife verwendet wird, ist dies ausdrücklich 
angegeben. 
 
E.3.5.1 Methode A 
Diese Methode wird zur Untersuchung von Zeitverläufen und der Zusammensetzung der 
Syntheseansätze der AdoMet-Analoga verwendet. 
Säule:  Analytische reversed phase C-18 HPLC-Säule NC ProntoSIL (5 µm, 120 Å, 
250 x 4,6 mm) der Firma Bischoff (Leonberg) 
Vorsäule: NC ProntoSIL (5 µm, 120 Å, 20 x 4,0 mm) der Firma Bischoff (Leonberg) 
Puffer A: H2O, 0,01% TFA (pH 2,75) 
Puffer B: 78% Methanol in H2O, 0,01% TFA (pH 2,75) 
Fluss:  1 mL/min 
Gradient: 0-15 min 0% B → 10% B  
  15-20 min  10% B → 100% B  
  20-25 min  100% B    
  25-30 min  100% B → 0% B  
Detektion: UV-Absorption bei λ = 260 nm und 272 nm. 
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E.3.5.2 Methode B 
Diese Methode wird zur Aufreinigung der AdoMet-Analoga verwendet. Die Epimere am 
Sulfoniumzentrum können damit nicht getrennt werden.  
Säule:  Präparative reversed phase C-18 HPLC-Säule ProntoSIL PREP2025 (5 µm, 
120 Å, 250 x 20 mm) der Firma Bischoff (Leonberg) 
Vorsäule:  ProntoSIL VPREP2003 (5 µm, 120 Å, 30 x 20 mm) der Firma Bischoff 
(Leonberg) 
Puffer A: H2O, 0,01% TFA (pH 2,75) 
Puffer B: 78% Methanol in H2O, 0,01% TFA (pH 2,75) 
Fluss:  10 mL/min 
Gradient: 0-15 min 0% B → 10% B  
  15-20 min  10% B → 100% B  
  20-25 min  100% B    
  25-30 min  100% B → 0% B  
Detektion: UV-Absorption bei λ = 260 nm und 272 nm. 
E.3.5.3 Methode C  
Diese Methode wird zur Untersuchung von Zeitverläufen und der Zusammensetzung der 
Syntheseansätze sehr unpolarer AdoMet-Analoga verwendet. 
Säule:  Analytische reversed phase C-18 HPLC-Säule NC ProntoSIL (5 µm, 120 Å, 
250 x 4,6 mm) der Firma Bischoff (Leonberg) 
Vorsäule: NC ProntoSIL (5 µm, 120 Å, 20 x 4,0 mm) der Firma Bischoff (Leonberg) 
Puffer A: H2O, 0,01% TFA (pH 2,75) 
Puffer B: 78% Methanol in H2O, 0,01% TFA (pH 2,75) 
Fluss:  1 mL/min 
Gradient: 0-25 min  10% B → 100% B 
  25-29 min  100% B 
  29-30 min  100% B → 10% B 
Detektion: UV-Absorption bei λ = 260 nm und 272 nm. 
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E.3.5.4 Methode D  
Diese Methode wird zur Aufreinigung kleiner Mengen sehr unpolarer AdoMet-Analoga wie 
z.B. Biotin-Cofaktoren bis ca. 15 µmol verwendet. Die Epimere am Sulfonium-zentrum 
können damit nicht getrennt werden. 
Säule:  Semipräparative reversed phase C-18 HPLC-Säule SNC ProntoSIL (5 µm, 
120 Å, 250 x 8,0 mm) der Firma Bischoff (Leonberg) 
Vorsäule: SPC ProntoSIL (5 µm, 120 Å, 33 x 8,0 mm) der Firma Bischoff (Leonberg) 
Puffer A: H2O, 0,01% TFA (pH 2,75) 
Puffer B: 78% Methanol in H2O, 0,01% TFA (pH 2,75) 
Fluss:  3 mL/min 
Gradient: 0-25 min  10% B → 100% B 
  25-29 min  100% B 
  29-30 min  100% B → 10% B 
Detektion: UV-Absorption bei λ = 260 nm und 272 nm. 
E.3.5.5 Methode E 
Diese Methode wird zur Aufreinigung sehr unpolarer AdoMet-Analoga verwendet. Die 
Epimere am Sulfoniumzentrum können damit nicht getrennt werden. 
Säule:  Präparative reversed phase C-18 HPLC-Säule ProntoSIL PREP2025 (5 µm, 
120 Å, 250 x 20 mm) der Firma Bischoff (Leonberg) 
Vorsäule:  ProntoSIL VPREP2003 (5 µm, 120 Å, 30 x 20 mm) der Firma Bischoff 
(Leonberg) 
Puffer A: H2O, 0,01% TFA (pH 2,75) 
Puffer B: 78% Methanol in H2O, 0,01% TFA (pH 2,75) 
Fluss:  10 mL/min 
Gradient: 0-25 min  10% B → 100% B 
  25-29 min  100% B 
  29-30 min  100% B → 10% B 
Detektion: UV-Absorption bei λ = 260 nm und 272 nm. 
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E.3.5.6 Methode F 
Diese Methode wird zur Untersuchung von Duplex-ODN im Vernetzungsversuch verwendet. 
Säule:  Poros 10 HQ Anionenaustauschersäule (100 x 4,6 mm, 10 µm) der Firma 
Applied Biosystems (Darmstadt) 
Puffer A: 10 mM TrisHCl, pH 7,6 
Puffer B: 10 mM TrisHCl, pH 7,6, 1 M KCl 
Fluss:  6 mL/min 
Gradient: 0-3,5 min  20% B  
  3,5-7 min  20% B → 50% B 
  7-26,8 min  50% B → 100% B 
  26,8-28 min  100% B 
  28-29 min  100% B → 20% B 
Detektion: UV-Absorption bei λ = 260 nm und 280 nm. 
E.3.6 Dünnschichtchromatographie 
Es wurden Kieselgel-Dünnschichtchromatographie-Platten auf Aluminium (Macherey-Nagel) 
verwendet. Sie enthalten einen Fluorophor, der mit UV-Licht der Wellenlänge 254 nm 
angeregt wird. 
E.3.6.1 Ninhydrin-Lösung 
Ninhydrin (0,3 g) wird in Isopropanol (95 mL) gelöst und mit Collidin 
(2,4,6-Trimethylpyridin, 5 mL) und Essigsäure (96%, 5 mL) versetzt. 
E.3.6.2 Cerammonium-Molybdat-Lösung 
Cer(IV)sulfat (0,25 g) und Ammoniummolybdattetrahydrat (1,25 g) werden in verd. H2SO4 
(9,8%, 25 mL) gelöst. 
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E.4  Chemische Synthesen 
E.4.1 Analytische Ansätze zur Synthese von AdoMet-Analoga 
Um die Bildung der AdoMet- bzw. SeAdoMet-Analoga zu verfolgen, wird in einem 1,5 mL-
Eppendorfgefäß AdoHcy (2) bzw. SeAdoHcy (12) (2 mg, 5,2 µmol bzw. 4,6 µmol) in einer 
Mischung aus Ameisen- und Essigsäure (1:1 v/v) gelöst. Zusätzlich wird bei einigen 
Synthesen Wasser dazugegeben (das 0,5-fache das Volumen des Säuregemisches, siehe dort). 
Es wird das jeweilige Alkylierungsmittel (180 Äq. bei einem Triflat, bzw. 32 Äq. bei einem 
Nosylat) dazugegeben und die Reaktionsmischung bei RT geschüttelt. Es werden nach 0, 15, 
30, 60, 120 und 180 min Proben (20 µL) entnommen. Diese werden mit Wasser (30 µL) 
verdünnt und drei Mal mit Diethylether (je 100 µL) extrahiert. Die wässrige Phase wird 
mittels rp-HPLC nach Methode A oder C analysiert. 
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E.4.2 L-Selenohomocystein (27) und Se-Adenosyl-L-selenohomocystein 
(SeAdoHcy, 12) 
 
 
SeAdoHcy (12) wird in einer Eintopfreaktion synthetisiert. Zunächst wird 
L-Selenohomocystein (27) gemäß der Vorschrift von Zhou et al. (2000) synthetisiert. Dazu 
wird Ammoniak aus einer Gasbombe in einen Kolben geleitet, der sich in einem Kältebad aus 
Acetonitril/CO2 (-33°C) befindet. Hinter den Kolben sind 2 Waschflaschen geschaltet, von 
denen die zweite mit verdünnter Salzsäure gefüllt ist, um ausströmendes Ammoniak zu 
neutralisieren. L-Selenomethionin (9) (327 mg, 1,66 mmol, 1 Äq.) wird unter 
Argonatmosphäre in NH3(l) (ca. 15 mL) gelöst. Anschließend wird Natrium (114 mg, 
4,97 mmol, 3,3 Äq.) in kleinen Stücken dazugegeben und die Mischung für 1 h bei -33°C 
gerührt. Die Lösung färbt sich dabei blau. Sollte die blaue Farbe bis zum Ende der Reaktion 
nicht bestehen bleiben, wird weiteres Natrium hinzu gegeben. Zum Beenden der Reaktion 
wird NH4Cl (fest) dazugegeben, bis die blaue Farbe verschwindet und NH3 wird abgedampft. 
Das Produkt wird ohne weitere Aufreinigung für die Synthese von SeAdoHcy (12) 
verwendet. Die Ausbeute wurde nicht bestimmt. 
SeAdoHcy (12) wird analog zu der Vorschrift von Legraverend (1976) synthetisiert. Zu dem 
oben erhaltenen L-Selenohomocystein (27) wird NaOH-Lösung (0,9 M, 3,18 mL) und 
5’-Chlor-5’-desoxyadenosin (28) (436 mg, 1,52 mmol, 0,9 Äq.) dazugegeben. Die Reaktion 
wird für 1,5 h bei 80°C durchgeführt. Die orange-braune Lösung wird mit Essigsäure 
(280 µL) auf einen leicht sauren pH-Wert (pH 5) gebracht und das Lösungsmittel im HV 
entfernt.  Lösungsmittelreste werden mit Ethanol/Toluol koevaporiert und das Produkt zwei 
Mal aus Methanol umkristallisiert. 
Ausbeute: 428 mg (0,99 mmol, 65%) 
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Dünnschichtchromatographie (Isopropanol:Wasser:Essigsäure, 6:2,5:1,5 v/v/v): Rf-Werte: 
L-Selenohomocystein: 0,26, L-Selenomethionin: 0,71, SeAdoHcy: 0,35, 5’-Chlor-5’-
desoxyadenosin: 0,80. 
1H-NMR (L-Selenohomocystein, 400 MHz, D2O): δ = 1.91-2.04 (m, 2H, H-β), 2.42-2.48 (m, 
2H, H-γ), 3.53 (t, ³J = 4,9 Hz, 1H, H-α) ppm. 
Anal. HPLC (SeAdoHcy, Methode A): rt = 20,9 min. 
1H-NMR (SeAdoHcy, 300 MHz, D2O): δ = 2.13-2.23 (m, 2H, H-β), 2.53 (t, ³J = 7,7 Hz, 2H, 
H-γ), 2.81-2.91 (m, 2H, H-5‘), 3.69 (t, ³J = 6,3 Hz, 1H, H-α), 4.19-4.24 (m, 1H, H-4‘), 4.24-
4.30 (m, 1H, H-3‘), 4.74 (t, ³J = 5,1 Hz, 1H, H-2‘), 5.93 (d, ³J = 5,2 Hz, 1H, H-1‘), 8.12 (s, 
1H, H-8), 8.22 (s, 1H, H-2) ppm. 
ESI-MS (pos. SeAdoHcy) m/z (relative Intensität): 455,36 (90) [M+Na]+, 433,39 (100) 
[M+H]+, 387,21 (40) [M-CO2H]+, 136,83 (62) [Adenin+H]+. 
ESI-MS² (von 433,39) m/z (relative Intensität): 297,63 (100) [M-Adenin]+. 
E.4.3.1  Propargyltriflat (29) 
OOH
SO2CF3
(Tf)2O, PVP
DCM
83%
C4H3F3O3S
Exakte Masse: 187,98 u
Mol.-Gew.: 188,13 g/mol
C3H4O
Mol.-Gew.: 56,06 g/mol
30 29
 
Polyvinylpyridin (3,09 g, 29,2 mmol, 2,1 Äq.) wird in DCM (66 mL) unter Eiskühlung 
suspendiert. Dazu wird langsam Trifluormethansulfonsäureanhydrid (4,11 g, 14,6 mmol, 
1,05 Äq.) getropft. In diese Suspension wird tropfenweise Propargylalkohol (30) (778 mg, 
13,9 mmol, 1 Äq.) als Lösung in DCM (5 mL) gegeben. Das Eisbad wird entfernt und noch 
15 min bei RT gerührt. Anschließend wird der Feststoff abfiltriert und das Lösungsmittel am 
Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wird als braune Flüssigkeit erhalten. 
Ausbeute: 2,17 g (11,54 mmol, 83%) 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 2.74 (t, 4J = 2,47 Hz, 1H, H-3), 4.98 (d, 4J = 2,47 Hz, 2H, 
H-1) ppm. 
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E.4.3.2  5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]propinylselenonio]-5‘-
desoxyadenosin (SeAdoPropin, 26) 
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27%
O
SO2CF3
HCOOH:CH3COOH:H2O (1:1:1)
C14H20N6O5Se
Mol.-Gew: 431,31 g/mol
C17H23N6O5Se
+
Exakte Masse: 471,09 u
Mol.-Gew.: 470,36 g/mol
12 26
29
 
SeAdoHcy (12) (20 mg, 46 µmol, 1 Äq.) wird in einem 1:1:1-Gemisch aus Ameisen- und 
Essigsäure und Wasser (2,7 mL) bei 0°C gelöst. Anschließend wird Propargyltriflat (29) 
(1,57 g, 8,33 mmol, 180 Äq.) dazu gegeben. Die Reaktionslösung wird 15 min bei RT 
gerührt. Zur Aufarbeitung wird mit Wasser (4 mL) verdünnt und drei Mal mit Diethylether (je 
12 mL) extrahiert. Das Produkt wird durch präparative rp-HPLC nach Methode B gereinigt. 
Das Lösungsmittel wird durch Gefriertrocknung entfernt, der Feststoff wird in Wasser 
(1,0 mL) aufgenommen und die Konzentration mittels UV-Vis-Spektroskopie bestimmt    
(ε260 = 15.400 L.mol-1cm-1). Das Cofaktor-Analogon ist sehr temperaturempfindlich und muss 
stets bei -20°C gelagert werden. 
Ausbeute: 5,84 mg (12,39 µmol, 27%) 
Präp. HPLC (Methode B): tR =14,4 min (1 mL Probenschleife). 
1H-NMR (300 MHz, D2O): δ = 2.24-2.30 (m, 2H, H-β), 2.96-3.11 (m, 1H, H-3’’), 3.39-3.53 
(m, 2H, H-γ), 3.73-3.90 (m, 2H, H-5‘), 3.81-3.86 (m, 1H, H-α), 3.94-4.08 (m, 2H, H1’’), 4.50 
(q, ³J = 6,0 Hz, 1H, H-4‘), 4.54-4.60 (m, 1H, H-3‘), 4.69-4.74 (m, 1H, H-2‘), 5.99-6.05 (m, 
1H, H-1‘), 8.31-8.33 (m, 2H, H-2, H-8) ppm. 
ESI-MS m/z (relative Intensität): 470,80 (100) [M]+, 407,87 (54) [5’-(Propargylseleno)-5’-
desoxyadenosin+K]+, 370,00 (27) [5’-(Propargylseleno)-5’-desoxyadenosin+H]+. 
HR-ESI-MS: berechnet für C17H23O5N6Se: 471,08897; gefunden: 471,08905; ∆=0,18 ppm. 
E.4.4.1  3-Azidobenzylalkohol (52) 
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3-Azidobenzylalkohol (52) wurde nach einer Vorschrift von (Alajarín et al., 2006) hergestellt. 
Unter Eiskühlung und Lichtausschluss werden Wasser (39,4 mL), konz. Schwefelsäure 
(7,2 mL) und 3-Aminobenzylalkohol (51) (4,0 g, 32,5 mmol, 1 Äq.) vorgelegt. Eine 
Natriumnitrit-Lösung (3,36 g, 48,78 mmol, 1,5 Äq. in 30,5 mL Wasser) wird innerhalb von 
30 min unter Eiskühlung hinzu getropft. Zu dem Reaktionsansatz wird eine Natriumazid-
Lösung (4,23 g, 65,08 mmol, 2 Äq. in 24 mL Wasser) hinzugegeben. Das Eisbad wird 
entfernt und die Reaktionsmischung 16 h bei RT gerührt. Das Produkt ist unlöslich in Wasser 
und wird am Scheidetrichter entfernt. Nach Trocknung am HV fällt das Produkt als eine rote 
Flüssigkeit an, die im Kühlschrank erstarrt.  
Ausbeute: 4,39 g (29,43 mmol, 91%) 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 4.63 (s, 2H, Benzyl-H), 6.86-6.91 (m, 1H, H-6), 6.98-7.00 
(m, 1H, H-2), 7.04-7.08 (m, 1H, H-4), 7.27 (t, ³J = 7,79 Hz, 1H, H-5) ppm. 
Der Extinktionskoeffizient wird durch dreimaliges Messen der UV-Absorption einer 
bekannten Stoffmenge zu ε249 = 14.250 L·mol−1·cm−1 bzw. ε260 = 9.250 L·mol−1·cm−1 
bestimmt. 
E.4.4.2  3-Azidobenzylmesylat (53) 
 
3-Azidobenzylalkohol (52) (1,80 g, 12,1 mmol, 1 Äq.) wird in DCM (7,7 mL) unter 
Eiskühlung gelöst. Dazu wird Triethylamin gegeben (1,83 g, 18,11 mmol, 1,5 Äq.) wobei ein 
weißer Feststoff ausfällt. Nach der Zugabe von Methansulfonsäurechlorid (1,52 g, 
13,28 mmol, 1,1 Äq.) wird 2 h bei 0°C (Eisbad) und unter Lichtausschluss gerührt. Danach 
wird mit Wasser, anschließend mit verd. HCl und mit gesättigter NaCl-Lösung gewaschen. 
Die trübe organische Phase wird über MgSO4 getrocknet, abfiltriert und einrotiert. Das 
Mesylat 53 wird als gelbes Öl erhalten. 
Ausbeute: 2,2 g (9,7 mmol, 80%) 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 2.97 (s, 3H, CH3), 5.21 (s, 2H, Benzyl-H), 7.04-7.09 (m, 
2H, H-2, H-6), 7.16-7.22 (m, 1H, H-4), 7.37-7.43 (m, 1H, H-5) ppm. 
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E.4.4.3  5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]-3-azidobenzylsulfonio]-5‘-
desoxyadenosin (AdoAzidoBenz, 45) 
 
AdoHcy (2) (10 mg, 26 µmol, 1 Äq.) wird in einem 1:1-Gemisch aus Ameisen- und 
Essigsäure (0,9 mL) in einem lichtgeschützten Kolben bei 0°C gelöst. Anschließend wird  
3-Azidobenzylmesylat (53) (1,06 g, 4,69 mmol, 180 Äq.) dazu gegeben. Die Reaktionslösung 
wird 2 h bei RT gerührt. Zur Aufarbeitung wird mit Wasser (2 mL) verdünnt und drei Mal mit 
Diethylether (je 6 mL) extrahiert. Das Produkt wird durch präparative HPLC nach Methode B 
gereinigt. Das HPLC-Laufmittel wird durch Gefriertrocknung entfernt. Der Feststoff wird in 
Wasser (0,5 mL) aufgenommen und die Konzentration mittels UV-Vis-Spektroskopie 
bestimmt (ε260 = 24650 L.mol-1cm-1). 
Als Extinktionskoeffizient wird die Summe aus ε260 = 9.250 L.mol-1cm-1 für 3-Azidobenzyl-
alkhol (52) und ε260 = 15.400 L.mol-1cm-1 für AdoMet (1) verwendet. Das Cofaktor-Analogon 
ist sehr temperaturempfindlich und muss stets bei -20°C gelagert werden. 
Ausbeute: 4,35 mg (8,42 µmol, 32%) 
Präp. HPLC (Methode B): tR = 22,8 min (1 mL Probenschleife). 
ESI-MS m/z (relative Intensität): 516,25 (100) [M]+, 488,33 (0,5) [M-N2]+, 415,33 (5)  
[5’-(3’’-Azidobenzylthio)-5’-desoxyadenosin+H]+, 354,75 (5) [M-Adenin-N2]+, 250,40 (4) 
[5’-Desoxyadenosin]+, 136,17 (1) [Adenin+H]+. 
HR-ESI-MS: berechnet für C21H26O5N9S: 516,17721; gefunden: 516,17725; ∆=0,07 ppm. 
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E.4.4.4  5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]-3-azidobenzylselenonio]-
5‘-desoxyadenosin (SeAdoAzidoBenz, 46) 
 
SeAdoHcy (12) (10 mg, 23 µmol, 1 Äq.) wird in einem 1:1-Gemisch aus Ameisen- und 
Essigsäure (0,9 mL) bei 0°C in einem lichtgeschützten Kolben gelöst. Wasser (100 µL) wird 
dazugegeben. Anschließend wird 3-Azidobenzylmesylat (53) (946 mg, 4,17 mmol, 180 Äq.) 
dazu gegeben. Die Reaktionslösung wird 1 h bei RT gerührt. Zur Aufarbeitung wird mit 
Wasser (1,6 mL) verdünnt und drei Mal mit Diethylether (je 5 mL) extrahiert. Das Produkt 
wird durch präparative HPLC nach Methode B gereinigt. Das HPLC-Laufmittel wird durch 
Gefriertrocknung entfernt. Der Feststoff wird in Wasser (0,5 mL) aufgenommen und die 
Konzentration mittels UV-Vis-Spektroskopie bestimmt (ε260 = 24.650 L.mol-1cm-1). Das 
Cofaktor-Analogon ist sehr temperaturempfindlich und muss stets bei -20°C gelagert werden. 
Ausbeute: 1,58 mg (2,8 µmol, 12%) 
Präp. HPLC (Methode B): tR = 23,8 min (1 mL Probenschleife). 
ESI-MS m/z (relative Intensität): 564,17 (52) [M]+,  
ESI-MS² von 546,17 m/z (relative Intensität): 463,08 (80) [5’-(3’’-Azidobenzylseleno)-5’-
desoxyadenosin+H]+, 269,04 (2) [3’-Azidobenzyl-3-aminopropylselenid]+, 250,40 (100)  
[5’-Desoxyadenosin]+. 
HR-ESI-MS: berechnet für C21H26O5N9Se: 564,12166; gefunden: 564,12170; ∆=0,07 ppm. 
 
E.4.4.5  4-Azidobenzylalkohol (49) 
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4-Azidobenzylalkohol (49) wurde nach einer Vorschrift von (Alajarín et al., 2006) hergestellt. 
Unter Eiskühlung und Lichtschutz werden Wasser (19,7 mL), konz. Schwefelsäure (3,6 mL) 
und 4-Aminobenzylalkohol (48) (2,0 g, 16,3 mmol, 1 Äq.) vorgelegt. Eine Natriumnitrit-
Lösung (1,68 g, 24,4 mmol, 1,5 Äq., in 15,3 mL Wasser) wird innerhalb von 30 min unter 
Eiskühlung hinzu getropft. Zu der Lösung wird nun eine Natriumazid-Lösung (2,12 g, 
32,52 mmol, 2 Äq. in 12 mL Wasser) gegeben. Das Eisbad wird entfernt und die 
Reaktionsmischung 16 h bei RT gerührt. Das Produkt ist unlöslich in Wasser und wird am 
Scheidetrichter entfernt. Aufgrund der zähen Konsistenz des  Produktes werden Reste mit 
CHCl3 gelöst. Die organische Phase wird im Scheidetrichter abgetrennt und das 
Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach Trocknung am HV wird das Produkt 
als rot-schwarzes Öl erhalten.  
Ausbeute: 2,06 g (13,81 mmol, 85%) 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 4.60 (s, 2H, Benzyl-H), 6.95 (dt, 3J = 8,52 Hz,  
4J = 2,20 Hz, 2H, H-3, Η-5), 7.29 (dt, 3J = 8,79 Hz, 4J = 2,20 Hz, 2H, H-2, Η-6) ppm. 
E.4.4.6  4-Azidobenzylmesylat (47) 
DCM
67%
OOH
SO2CH3
N3 N3
49 47
C8H9N3O3S
Exakte Masse: 227,04 u
Mol.-Gew.: 227,24 g/mol
C7H7N3O
Mol.-Gew.: 149,15 g/mol
MsCl, NEt3
 
4-Azidobenzylalkohol (49) (2,0 g, 13,42 mmol, 1 Äq.) wird in DCM (16 mL) unter 
Eiskühlung und Lichtausschluss gelöst. Dazu wird Triethylamin gegeben (2,03 g, 
20,12 mmol, 1,5 Äq.) wobei ein weißer Feststoff aus der Lösung ausfällt. Nach Zugabe von 
Methansulfonsäurechlorid (1,69 g, 14,76 mmol, 1,1 Äq.) wird 2 h bei 0°C (Eisbad) und unter 
Lichtausschluss gerührt. Danach wird zunächst mit Wasser gewaschen, anschließend mit 
verd. HCl und zuletzt mit gesättigter NaCl-Lösung. Die organische Phase wird über MgSO4 
getrocknet, abfiltriert und das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.  
Ausbeute: 2,03 g (8,93 mmol, 67%) 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 2.86 (s, 3H, CH3), 5.14 (s, 2H, Benzyl-H), 6.99 (dt, 
3J = 8,41 Hz, 4J = 2,23 Hz, 2H, arom. H), 7.35 (dt, 3J = 8,41 Hz, 4J = 2,11 Hz, 2H, arom. H) 
ppm. 
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E.4.5.1  4-(tert.-Butoxycarbonylamino)-2-butin-1-ol (76) 
 
N-Boc-4-Amino-2-butin-1-ol (76) wurde nach literaturbekannter Methode (Zeinyeh et al., 
2010) hergestellt. 4-Amino-2-butin-1-ol (61) (0,72 g, 5,95 mmol, 1 Äq.), Di-tert-
butyldicarbonat (1,30 g, 5,95 mmol, 1 Äq.) und Triethylamin (0,66 g, 6,51 mmol, 1,1 Äq.) 
werden in THF (58 mL) gelöst und 4 h bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wird entfernt und 
der Rückstand in CHCl3 (20 mL) aufgenommen. Es wird zwei Mal mit wässriger HCl (1%, je 
20 mL) extrahiert, die organische Phase über MgSO4 getrocknet, filtriert und das 
Lösungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rückstand wird wieder in CHCl3 (20 mL) gelöst, 
Imidazol (440 mg, 6,46 mmol) dazugegeben und 5-10 min bei RT gerührt. Es wird zwei Mal 
mit vorgekühlter wässriger HCl (1%, je 20 mL) extrahiert, die organische Phase wiederum 
über MgSO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das 
Produkt wird als farbloses Öl erhalten. 
Ausbeute: 534 mg (2,88 mmol, 48%). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 1.44 (s, 9H, CH3), 3.92-3.96 (m, 2H, H-4), 4.24 (t, 
4J = 1,99 Hz, 2H, H-1) ppm. 
E.4.5.2  4-(tert.-Butoxycarbonylamino)-2-butinyl-1-(4'-
nitrobenzolsulfonat) (77) 
 
N-Boc-4-Amino-2-butin-1-ol (76) (534 mg, 2,88 mmol, 1 Äq.) wird zunächst bei 0°C in 
DCM (12 mL) gelöst und mit 4-Nitrobenzolsulfonsäurechlorid (691 mg, 3,12 mmol, 
1,08 Äq.) sowie Natriumhydroxid (576 mg, 14,4 mmol, 5 Äq.) versetzt. Nach 3 h Rühren bei 
RT wird die Reaktion durch Zugabe von kaltem Wasser (20 mL) beendet. Es wird drei Mal 
mit DCM (je 30 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen über MgSO4 
getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels im Vakuum bleibt das Produkt 77 als gelber 
Feststoff zurück. 
Ausbeute: 757 mg (2,04 mmol, 71%). 
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1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 1.37 (s, 9H, CH3), 3,71-3.75 (m, 2H, H-4), 4.77 
(t, 4J = 1,98 Hz, 2H, H-1), 8.08 (d, ³J = 8,66 Hz, 2H, arom. H),  8.35 (d, ³J = 8,65 Hz, 2H, 
arom. H) ppm. 
E.4.5.3  5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]-4-amino-2-
butinylsulfonio]-5‘-desoxyadenosin (AdoButinAmin, 64) 
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C14H20N6O5S
Mol.-Gew.: 384,41 g/mol
C23H34N7O7S
+
Mol.-Gew.: 552,62 g/mol
C18H26N7O5S
+
Exakte Masse: 452,17 u
Mol.-Gew.: 452,51 g/mol  
AdoHcy (2) (20 mg, 52 µmol, 1 Äq.) wird in einem 1:1-Gemisch aus Ameisen- und 
Essigsäure (2,5 mL) bei 0°C gelöst. Anschließend wird Nosylat 77 (616 mg, 1,66 mmol, 
32 Äq.) dazugegeben. Die Reaktionslösung wird 4 h bei RT gerührt. Zur Aufarbeitung wird 
mit Wasser (2 mL) verdünnt und drei Mal mit Diethylether (je 6 mL) extrahiert. Zur 
wässrigen Phase wird Trifluoressigsäure (4 mL) gegeben und 1 h bei RT gerührt. Das Produkt 
wird durch präparative HPLC nach Methode E gereinigt. Das HPLC-Laufmittel wird durch 
Gefriertrocknung entfernt. Der Feststoff wird in Wasser (1 mL) aufgenommen und die 
Konzentration des Epimerengemisches mittels UV-Vis-Spektroskopie bestimmt 
(ε260 = 15.400 L.mol-1cm-1). Das Cofaktor-Analogon ist sehr temperaturempfindlich und muss 
stets bei -20°C gelagert werden. 
Ausbeute: 7,78 mg (17,2 µmol, 33%). 
Anal. HPLC (Methode C): tR =  6,4 min (1 mL Probenschleife). 
ESI-MS m/z (relative Intensität): 452,13 (100) [M]+. 
ESI-MS² (von 452,13) m/z (relative Intensität): 351,00 (97) [5’-(4’’-Amino-2’’-butin-1’’-
ylthio)-5’-desoxyadenosin+H]+, 250,20 (100) [5’-Desoxyadenosin]+. 
HR-ESI-MS: berechnet für C18H26O5N7S: 452,17106; gefunden: 452,17105; ∆= -0,03 ppm. 
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E.4.5.4  AdoBiotinPeptid (66) 
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Die AdoButinAmin-Lösung (64) aus E.4.5.3 wird durch Gefriertrocknung auf 169 mM 
aufkonzentriert. Diese Lösung (50 µL, 8,5 µmol, 1 Äq) wird mit  Puffer (152,9 µL, 100 mM 
NaH2PO4, 30 % DMF, pH 7,0) gemischt und mit Biotin-NHS-Lösung (22) (86,5 µL, 146 mM 
in DMF, 12,7 µmol, 1,5 Äq.) versetzt. Anschließend wird der pH-Wert mit NaOH (10,6 µL, 
1 M) auf 6,5-7,0 eingestellt. Zur Messung werden pH-Teststäbchen „Neutralit“ von Merck 
verwendet. Die Reaktionsmischung wird 5 min bei RT geschüttelt und anschließend durch 
Zugabe von HCl (10,6 µL, 1 M) und Kühlen auf 0°C gestoppt. Die Zielsubstanz wird durch 
semipräparative HPLC nach Methode D aufgereinigt. Nach der Gefriertrocknung wird der 
Feststoff in Wasser (200 µL) aufgenommen. Die Konzentration wird durch UV-Absorption 
bestimmt (ε260 = 15.400 L.mol-1cm-1). 
Ausbeute: 0,76 mg (1,12 µmol, 13%) 
Anal. HPLC (Methode C): tR = 10,6 min (1 mL Probenschleife). 
ESI-MS m/z (relative Intensität): 696,19 (22) [M+H2O] +, 678,16 (100) [M]+, 599,33 (11) [5‘-
(4‘‘-Biotinyl-amidobutinylthio)-5‘-desoxyadenosin+Na]+, 577,17 (7) [5‘-(4‘‘-Biotinyl-
amidobutinylthio)-5‘-desoxyadenosin+H] +,  
HR-ESI-MS: berechnet für C28H40O7N9S2: 678,24866; gefunden: 678,24963; ∆=1,43 ppm. 
E.4.6.1  4-(5'-Hexinamido)-2-butin-1-ol (79) 
 
5-Hexinsäure (78) (0,57 g, 5,1 mmol, 1 Äq.) werden in trockenem THF (7 mL) gelöst und 
Carbonyldiimidazol (0,91 g, 5,6 mmol, 1,1 Äq.) hinzugegeben, wobei CO2 frei wird. Nach 2 h 
Rühren bei RT werden 4-Amino-2-butin-1-ol (61) (0,62 g, 5,1 mmol, 1 Äq.) und Triethylamin 
(1,03 g, 10,2 mmol, 2 Äq.) beigefügt, wobei eine Suspension entsteht. Nach weiteren 2 h 
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Rühren bei RT wird das Lösungsmittel abdestilliert und restliches Triethylamin am HV 
entfernt. Das Produkt wird säulenchromatographisch aufgereinigt (Kieselgel, Ethylacetat, Rf-
Wert 0,38). Das Produkt wird als farbloses Öl erhalten, das im Kühlschrank auskristallisiert. 
Ausbeute: 440 mg (2,46 mmol, 48%) 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 1.81 (quin, ³J = 7,17 Hz, 2H, H-β), 1.92 (t, 4J = 2,72 Hz, 
1H, H-ε), 2.20 (td, ³J = 6,92 Hz, 4J = 2,72 Hz, 2H, H-γ), 2.28 (t, ³J = 7,42 Hz, 2H, H-α), 4.00-
4.05 (m, 2H, H-4), 4.20 (t, ³J = 1,98 Hz, 2H, H-1), 5.70 (s, 1H, NH) ppm. 
E.4.6.2  4-(5'-Hexinamido)-2-butinyl-1-(4'-nitrobenzolsulfonat) (80) 
 
N-(4-Hydroxy-2-butin)-5-hexinamid (79) (440 mg, 2,46 mmol, 1 Äq.) wird zunächst bei 0°C 
in DCM (10 mL) gelöst und mit 4-Nitrobenzolsulfonsäurechlorid (588 mg, 2,65 mmol, 
1,08 Äq.) und festem Natriumhydroxid (491 mg, 12,3 mmol, 5 Äq.) versetzt. Nach 3 h 
Rühren bei RT wird die Reaktion durch Zugabe von kaltem Wasser (15 mL) beendet. Es wird 
drei Mal mit DCM (je 15 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen über MgSO4 
getrocknet. Nach Abdestillieren des Lösungsmittels wird das Produkt als gelber Feststoff 
erhalten. 
Ausbeute: 671 mg (1,84 mmol, 75%) 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 1.78 (quin, ³J = 7,17 Hz, 2H, H-β), 1.92 (t, 4J = 2,72 Hz, 
1H, H-ε), 2.20 (td, ³J = 6,92 Hz, 4J = 2,72 Hz, 2H, H-γ), 2.26 (t, ³J = 7,42 Hz, 2H, H-α), 3.87-
3.93 (m, 2H, H-4), 4.76 (t, 4J = 1,98 Hz, 2H, H-1), 5.55 (s, 1H, NH), 8.06-8.10 (m, 2H, arom. 
H), 8.34-8.38 (m, 2H, arom. H) ppm. 
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E.4.6.3  AdoHexin (65) 
 
 
AdoHcy (2) (20 mg, 52 µmol, 1 Äq.) wird in einem 1:1-Gemisch aus Ameisen- und 
Essigsäure (1,8 mL) bei 0°C gelöst. Anschließend wird Nosylat 80 (606 mg, 1,67 mmol, 
32 Äq.) dazugegeben. Die Reaktionslösung wird 5 h bei RT gerührt. Zur Aufarbeitung wird 
mit Wasser (4 mL) verdünnt und der entstandene Feststoff abzentrifugiert. Der Überstand 
wird drei Mal mit Diethylether (je 12 mL) extrahiert. Das Produkt wird durch präparative 
HPLC nach Methode E gereinigt. Das HPLC-Laufmittel wird durch Gefriertrocknung 
entfernt. Der Feststoff wird in Wasser (1,0 mL) aufgenommen und die Konzentration mittels 
UV-Vis-Spektroskopie bestimmt    (ε260 = 15.400 L.mol-1cm-1). Das Cofaktor-Analogon ist 
sehr temperaturempfindlich und muss stets bei -20°C gelagert werden. 
Ausbeute: 10,3 mg (18,8 µmol, 36%) 
Anal. HPLC (Methode C): tR = 9,8 min (1 mL Probenschleife) 
ESI-MS m/z (relative Intensität): 546,07 (100) [M]+, 445,13 (14) [M–α-Amino-γ-
butyrolacton]+, 385,13 (10) [AdoHcy+H]+, 250,27 (12) [5’-Desoxyadenosin]+, 162 (10)  
[N-(2-Butin)-5-Hexinamidyl]+. 
HR-ESI-MS: berechnet für C24H32O6N7S: 546,21293; gefunden: 546,21338; ∆=0,83 ppm. 
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E.4.6.4  AdoBiotinKlick (67) 
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C24H32N7O6S
+
Mol.-Gew.: 546,62 g/mol
C42H64N13O11S2
+
Exakte Masse: 990,43 u
Mol.-Gew.: 991,17 g/mol  
Die Lösung von AdoHexin (65) aus E.4.6.3 wird durch Gefriertrocknung auf 37,7 mM 
aufkonzentriert. In einem 1,5 mL-Eppendorfgefäß werden Wasser (415 µL), CuSO4-Lösung 
(15,08 µL, 500 mM, 7,54 µmol, 1 Äq.), THPTA-Lösung (30,16 µL, 250 mM, 7,54 µmol, 
1 Äq.), Natriumascorbat (124,4 mg, 628,1 µmol, 83,3 Äq.) und Biotin-Azid-Lösung (33) 
(94,25 µL, 160 mM, 15,08 µmol, 2 Äq.) vorgelegt. Dazu wird die AdoHexin-Lösung (65) 
(200 µL, 37,7 mM, 7,54 µmol, 1 Äq.) pipettiert. Der pH-Wert wird mit H2SO4 (1,5 µL) auf 5 
eingestellt. Das Reaktionsgemisch wird 3 h bei RT geschüttelt und anschließend durch 
semipräparative HPLC nach Methode D aufgereinigt. Nach der Gefriertrocknung wird der 
Feststoff in Wasser (450 µL) aufgenommen. Die Konzentration wird durch UV-Absorption 
bestimmt (ε260 = 15.400 L.mol-1cm-1). 
Ausbeute: 2,32 mg (2,34 µmol, 31%) 
Anal. HPLC (Methode C): tR = 13,9 min (1 mL Probenschleife). 
ESI-MS m/z (relative Intensität): 1008,27 (11) [M+H2O]+, 990,33 (100) [M]+, 911,40 (8)  
[M–α-Amino-γ-butyrolacton+Na]+, 889,33 (5) [M–α-Amino-γ-butyrolacton+H] +, 606,40 (5) 
[M-AdoHcy]+, 539,33 (14) [M-AdoButinAmin] +. 
HR-ESI-MS: berechnet für C42H64O11N13S2: 990,42842; gefunden: 990,42975; ∆=1,35 ppm. 
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E.4.7.1  2-Azidoethanol (42) 
 
2-Chlorethanol (39) (4,27 g, 53,04 mmol, 1 Äq.) und Natriumazid (10,30 g, 158,46 mmol, 
3 Äq.) werden in Wasser (50 mL) gelöst. Die Reaktionsmischung wird für 10 h auf 90°C 
erhitzt. Die wässrige Lösung wird nach Beenden der Reaktion drei Mal mit DCM (je 25 mL) 
extrahiert, woraufhin die vereinigten organischen Phasen mit Wasser (25 mL) gewaschen 
werden. Nach dem Trocknen über MgSO4 wird filtriert und das Lösungsmittel abdestilliert. 
Das Produkt wird als farblose Flüssigkeit erhalten. 
Ausbeute: 2,54 g (29,17 mmol, 55%) 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 1.77 (s, 1H, OH), 3.44 (t, ³J = 4,95 Hz, 2H, H-2), 3.76 
(t, ³J = 4,95 Hz, 2H, H-1) ppm. 
E.4.7.2  2-Azidoethyltriflat (43) 
 
Polyvinylpyridin (2,53 g, 24,14 mmol, 2,1 Äq.) wird in DCM (60 mL) unter Eiskühlung 
suspendiert. Dazu wird langsam Trifluormethansulfonsäureanhydrid (3,4 g, 12,1 mmol, 
1,05 Äq.) getropft. In diese Suspension wird tropfenweise 2-Azidoethanol (42) (1,0 g, 
11,5 mmol, 1 Äq.) als Lösung in DCM (4,5 mL) gegeben, woraufhin das Eisbad entfernt und 
noch 15 min bei RT nachgerührt wird. Anschließend wird der entstandene Feststoff abfiltriert 
und das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wird als klare, leicht 
braune Flüssigkeit erhalten. 
Ausbeute: 1,63 g (7,44 mmol, 65%) 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 3.69 (t, ³J = 4,95 Hz, 2H, H-2), 4.59 (t, ³J = 4,95 Hz, 2H, 
H-1) ppm. 
  E.4   Chemische Synthesen 
  103 
E.4.7.3  5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]azidoethylselenonio]-5‘-
desoxyadenosin (SeAdoEthAzid, 37) 
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15 %
HCOOH:CH3COOH:H2O (1:1:1)
C14H20N6O5Se
Mol.-Gew.: 431,31 g/mol
C16H24N9O5Se
+
Exakte Masse: 502,11 u
Mol.-Gew.: 501,38 g/mol
12 37
43
 
SeAdoHcy (12) (15 mg, 34,7 µmol, 1 Äq.) wird in einem 1:1:1-Gemisch aus Ameisen- und 
Essigsäure und Wasser (2,06 mL) bei 0°C gelöst. Anschließend wird 2-Azidoethyltriflat (43) 
(1,37 g, 6,25 mmol, 180 Äq.) dazu gegeben. Die Reaktionslösung wird 2 h bei RT gerührt. 
Zur Aufarbeitung wird mit Wasser (3 mL) verdünnt und drei Mal mit Diethylether (je 9 mL) 
extrahiert. Das Produkt wird durch präparative HPLC nach Methode B gereinigt. Das HPLC-
Laufmittel wird durch Gefriertrocknung entfernt. Der Feststoff wird in Wasser (1,0 mL) 
aufgenommen und die Konzentration mittels UV-Vis-Spektroskopie bestimmt 
(ε260 = 15.400 L.mol-1cm-1). Das Cofaktor-Analogon ist sehr temperaturempfindlich und muss 
stets bei -20°C gelagert werden. 
Ausbeute: 2,7 mg (5,3 µmol, 15%) 
Präp. HPLC (Methode B): tR = 11,3 min (5 mL Probenschleife). 
ESI-MS m/z (relative Intensität): 502,00 (12) [M]+, 423,17 (15) [5’-(Azidoethylseleno)-5’-
desoxyadenosin+Na]+; 401,25 (100) [5’-(Azidoethylseleno)-5’-desoxyadenosin+H]+, 136,17 
(17) [Adenin+H]+. 
HR-ESI-MS: berechnet für C16H24O5N9Se: 502,10601; gefunden: 502,10623; ∆=0,43 ppm. 
E.4.8.1  3-Azidopropanol (41) 
 
 
3-Chlorpropanol (40) (5,0 g, 52,9 mmol, 1 Äq.) und Natriumazid (10,30 g, 158,46 mmol, 
3 Äq.) werden in Wasser (50 mL) gelöst. Die Reaktionsmischung wird für 10 h auf 90°C 
erhitzt. Die wässrige Lösung wird nach Beenden der Reaktion drei Mal mit DCM (je 25 mL) 
extrahiert, und die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser (25 mL) gewaschen. 
Nach dem Trocknen über MgSO4 wird filtriert und das Lösungsmittel abdestilliert. Das 
Produkt wird als farblose Flüssigkeit erhalten. 
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Ausbeute: 3,96 g (39,17 mmol, 74%) 
1H-NMR (400 MHz, DMSO): δ = 1.67 (quin, ³J = 6,86 Hz, ³J = 6,32 Hz, 2H, H-2), 3.38 
(t, ³J = 6,86 Hz, 2H, H-3), 3.46 (t, ³J = 4,95 Hz, ³J = 6,32 Hz, 2H, H-1), 4.57 (t, ³J = 4,95 Hz, 
1H, OH) ppm. 
E.4.8.2  3-Azidopropyltriflat (44) 
 
Polyvinylpyridin (2,28 g, 20,75 mmol, 2,1 Äq.) wird in DCM (50 mL) unter Eiskühlung 
suspendiert. Dazu wird langsam Trifluormethansulfonsäureanhydrid (2,92 g, 10,37 mmol, 
1,05 Äq.) getropft. In diese Suspension wird tropfenweise 3-Azidopropanol (41) (1,0 g, 
9,9 mmol, 1 Äq.) als Lösung in DCM (4,5 mL) gegeben, woraufhin das Eisbad entfernt und 
noch 20 min bei RT nachgerührt wird. Anschließend wird der Feststoff abfiltriert und das 
Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wird als klare, leicht braune 
Flüssigkeit erhalten. 
Ausbeute: 1,8 g (7,7 mmol, 80%) 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 2.07 (quin, ³J = 6,18 Hz, 2H, H-2), 3.52 (t, ³J = 6,43 Hz, 
2H, H-3), 4.64 (t, ³J = 6,19 Hz, 2H, H-1) ppm. 
E.4.8.3  5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]azidopropylselenonio]-5‘-
desoxyadenosin (SeAdoPropAzid, 34) 
 
SeAdoHcy (12) (11 mg, 25,5 µmol, 1 Äq.) wird in einem 1:1:1-Gemisch aus Ameisensäure, 
Essigsäure und Wasser (1,51 mL) bei 0°C gelöst. Anschließend wird 3-Azidopropyltriflat 
(44) (1,07 g, 4,58 mmol, 180 Äq.) dazu gegeben. Die Reaktionslösung wird 1,5 h bei RT 
gerührt. Zur Aufarbeitung wird mit Wasser (2 mL) verdünnt und drei Mal mit Diethylether 
(je 6 mL) extrahiert. Das Produkt wird durch präparative HPLC nach Methode B gereinigt. 
Das HPLC-Laufmittel wird durch Gefriertrocknung entfernt. Der Feststoff wird in Wasser 
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(0,5 mL) aufgenommen und die Konzentration mittels UV-Vis-Spektroskopie bestimmt    
(ε260 = 15.400 L.mol-1cm-1). Das Cofaktor-Analogon ist sehr temperaturempfindlich und muss 
stets bei -20°C gelagert werden. 
Ausbeute: 2,54 mg (4,92 µmol, 19%) 
Präp. HPLC (Methode B): tR = 11,1 min (1 mL Probenschleife). 
ESI-MS m/z (relative Intensität): 516,33 (100) [M]+. 
ESI-MS² von 516,33 m/z (relative Intensität): 414,93 (75) [5’-(Azidopropylseleno)-5’-
desoxyadenosin+H]+, 250,07 (100) [5’-Desoxyadenosin]+. 
HR-ESI-MS: berechnet für C17H26O5N9Se: 516,12166; gefunden: 516,12183; ∆=0,31 ppm. 
E.4.9.1  4-(2'-Furanmethylenamido)-2-butin-1-ol (74) 
H2N
OH
HCl .
O
O
H
N
O
OHCOOH
61
73
74
CDI, THF
50%
C10H11NO3
Exakte Masse: 193,07 u
Mol.-Gew.: 193,20 g/mol
C4H8ClNO
Exakte Masse:
121,03 u; (85,05+35,98) u
Mol.-Gew.: 121,57 g/mol
 
2-Furanessigsäure (73) (0,75 g, 5,95 mmol, 1 Äq.) wird in trockenem THF (6,5 mL) gelöst 
und Carbonyldiimidazol (1,06 g, 6,54 mmol, 1,1 Äq.) hinzu gegeben, wobei CO2 frei wird. 
Nach 2 h Rühren bei RT werden 4-Amino-2-butin-1-ol Hydrochlorid (61) (0,72 g, 5,95 mmol, 
1 Äq.) und Triethylamin (1,20 g, 11,89 mmol, 2 Äq.) hinzugefügt, wobei eine Suspension 
entsteht. Nach weiteren 2 h Rühren bei RT wird das Lösungsmittel abdestilliert und restliches 
Triethylamin am HV entfernt. Das Produkt wird säulenchromatographisch aufgereinigt 
(Kieselgel, Ethylacetat, Rf-Wert 0,45). Das Produkt wird als farbloses Öl erhalten, das bei 4°C 
auskristallisiert. 
Ausbeute: 571 mg (2,96 mmol, 50%) 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 3.57 (s, 2H, 2’-CH2), 3.99-4.03 (m, 2H, H-4), 4.19 
(t, 4J = 1,97 Hz, 2H, H-1), 5.78 (s, 1H, NH), 6.21 (d, ³J = 3,21 Hz, 1H, H-4’), 6.32 
(dd, 4J = 1,98 Hz, ³J = 3,21 Hz, 1H, H-5’), 7.34 (d, 4J = 1,98 Hz, 1H, H-6’) ppm. 
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E.4.9.2  4-(2'-Furanmethylenamido)-2-butinyl-1-(4'-
nitrobenzolsulfonat) (75) 
 
Alkohol 74 (545 mg, 2,82 mmol, 1 Äq.) wird bei 0°C in DCM (12 mL) gelöst und mit  
4-Nitrobenzolsulfonsäurechlorid (676 mg, 3,05 mmol, 1,08 Äq.) und festem Natriumhydroxid 
(564 mg, 14,1 mmol, 5 Äq.) versetzt. Nach 3 h Rühren bei RT wird die Reaktion durch 
Zugabe von kaltem Wasser (25 mL) beendet. Es wird drei Mal mit DCM  (je 25 mL) 
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen über MgSO4 getrocknet. Nach 
Abdestillieren des Lösungsmittels wird das Produkt als gelber Feststoff erhalten. 
Ausbeute: 829 mg (2,19 mmol, 78%) 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 3.55 (s, 2H, 2’-CH2), 3.83-3,87 (m, 2H, H-4), 4.75 
(t, 4J = 1,97 Hz, 2H, H-1), 5.69 (s, 1H, NH), 6.21 (d, ³J = 3,22 Hz, 1H, H-4’), 6.32 
(dd, 4J = 1,98 Hz, ³J = 3,21 Hz, 1H, H-5’), 7.34 (d, 4J = 1,98 Hz, 1H, H-6’), 7.98-8.08 (m, 2H, 
arom. H), 8.32-8.37 (m, 2H, arom. H) ppm. 
E.4.9.3  AdoFuranamid (63) 
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AdoHcy (2) (20 mg, 52 µmol, 1 Äq.) wird in einem 1:1-Gemisch aus Ameisen- und 
Essigsäure (2,4 mL) bei 0°C gelöst. Anschließend wird Nosylat 75 (630 mg, 1,67 mmol, 
32 Äq.) dazugegeben. Die Reaktionslösung wird 2,5 h bei RT gerührt. Zur Aufarbeitung wird 
mit Wasser (4 mL) verdünnt und der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert. Das Filtrat wird 
drei Mal mit Diethylether (je 12 mL) extrahiert. Das Produkt wird durch präparative HPLC 
nach Methode E gereinigt. Das HPLC-Laufmittel wird durch Gefriertrocknung entfernt. Der 
Feststoff wird in Wasser (1,0 mL) aufgenommen und die Konzentration mittels UV-Vis-
Spektroskopie bestimmt (ε260 = 15.400 L.mol-1cm-1). Das Cofaktor-Analogon ist sehr 
temperaturempfindlich und muss stets bei -20°C gelagert werden. 
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Ausbeute: 4,11 mg (7,33 µmol, 14%) 
Anal. HPLC (Methode C): tR = 9,6 min (5 mL Probenschleife). 
ESI-MS m/z (relative Intensität): 560,21 (100) [M]+. 
ESI-MS² von 560,00 m/z (relative Intensität): 458,93 (100) [5’-(2’-Furanmethylenamido-2-
butinylthio)-5’-desoxyadenosin+H]+, 384,47 (6) [AdoHcy+H]+, 250,13 (38) [5’-Desoxy-
adenosin]+. 
HR-ESI-MS: berechnet für C24H30O7N7S: 560,19219; gefunden: 560,19257; ∆=0,67 ppm. 
 
E.4.10  5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]vinylbenzylselenonio]-5‘-
desoxyadenosin (SeAdoStyrol, 55) 
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C23H29N6O5Se
+
Exakte Masse: 549,14 u
Mol.-Gew.: 548,47 g/mol
C14H20N6O5Se
Mol.-Gew.: 431,31 g/mol
 
SeAdoHcy (12) (10 mg, 23,2 µmol, 1 Äq.) wird in einem 1:1-Gemisch aus Ameisen- und 
Essigsäure (0,9 mL) bei 0°C gelöst. Anschließend wird 4-Vinylbenzylchlorid (57) (636 mg, 
4,17 mmol, 180 Äq.) dazu gegeben und eine Spatelspitze AgNO3 dazugegeben. Die 
Reaktionslösung wird 1 h bei RT gerührt. Zur Aufarbeitung wird mit Wasser (2 mL) verdünnt 
und drei Mal mit Diethylether (je 6 mL) extrahiert. Dabei entsteht viel Feststoff, der abfiltriert 
wird. Das Produkt wird durch präparative HPLC nach Methode B gereinigt. Das HPLC-
Laufmittel wird durch Gefriertrocknung entfernt. Der Feststoff wird in Wasser (0,5 mL) 
aufgenommen und die Konzentration mittels UV-Vis-Spektroskopie bestimmt 
(ε260 = 15.400 L.mol-1cm-1). Das Cofaktor-Analogon ist sehr temperaturempfindlich und muss 
stets bei -20°C gelagert werden. 
Ausbeute: 1,13 mg (2,06 µmol, 9%) 
Präp. HPLC (Methode B): tR = 22,6 min (1 mL Probenschleife). 
ESI-MS m/z (relative Intensität): 549,47 (100) [M]+. 
HR-ESI-MS: berechnet für C23H29O5N6Se: 549,13592; gefunden: 549,13580; ∆= -0,21 ppm. 
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E.4.11.1 2-Methyl-2-propenyltriflat (58) 
 
Polyvinylpyridin (1,84 g, 17,50 mmol, 2,1 Äq.) wird in DCM (40 mL) unter Eiskühlung 
suspendiert. Dazu wird langsam Trifluormethansulfonsäureanhydrid (2,47 g, 8,75 mmol, 
1,05 Äq.) getropft. In diese Suspension wird tropfenweise 2-Methyl-2-propen-1-ol (56) 
(600 mg, 8,33 mmol, 1 Äq.) als Lösung in DCM (3 mL) gegeben. Das Eisbad wird entfernt 
und der Ansatz 9 min bei RT nachgerührt. Anschließend wird der Feststoff abfiltriert und das 
Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wird als dunkelrote Flüssigkeit 
erhalten.  
Ausbeute: 1,18g (5,78 mmol, 69%) 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 1.84-1.86 (m, 3H, CH3), 4.89 (s br, 2H, H-1), 5.16-5.20 (m, 
2H, 3-CH2) ppm. 
E.4.11.2 5‘-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]methylpropenylselenonio]-
5‘-desoxyadenosin (SeAdoMePropen, 54) 
 
 
SeAdoHcy (12) (10 mg, 23,2 µmol, 1 Äq.) wird in einem 1:1:1-Gemisch aus Ameisensäure, 
Essigsäure und Wasser (1,35 mL) bei 0°C gelöst. Anschließend wird 2-Methyl-2-
propenyltriflat (58) (850 mg, 4,17 mmol, 180 Äq.) dazu gegeben. Die Reaktionslösung wird 
35 min bei RT gerührt. Zur Aufarbeitung wird mit Wasser (2 mL) verdünnt und drei Mal mit 
Diethylether (je 6 mL) extrahiert. Das Produkt wird durch präparative HPLC nach Methode B 
gereinigt. Das HPLC-Laufmittel wird durch Gefriertrocknung entfernt. Der Feststoff wird in 
Wasser (0,5 mL) aufgenommen und die Konzentration mittels UV-Vis-Spektroskopie 
bestimmt (ε260 = 15.400 L.mol-1cm-1). Das Cofaktor-Analogon ist sehr temperaturempfindlich 
und muss stets bei -20°C gelagert werden. 
Ausbeute: 1,00 mg (2,06 µmol, 9%) 
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Präp. HPLC (Methode B): tR = 19,9 min (5 mL Probenschleife). 
ESI-MS m/z (relative Intensität): 487,13 (100) [M]+. 
ESI-MS² von 487,13 m/z (relative Intensität): 385,93 (100) [5’-(Methylpropenylseleno)-5’-
desoxyadenosin+H]+, 250,22 (89) [5’-Desoxyadenosin]+. 
HR-ESI-MS: berechnet für C18H27O5N6Se: 487,12027; gefunden: 487,12027; ∆=0,01 ppm. 
E.4.12.1 4-Amino-2-butin-1-ol (61) 
 
4-Amino-2-butin-1-ol (61) wurde nach einer literaturbekannter Methode synthetisiert 
(Marszak-Fleury & Laroche, 1963). 4-Chlor-2-butin-1-ol (60) (5,00 g, 47,85 mmol, 1 Äq.) 
und Urotropin (62) (7,18 g, 51,22 mmol, 1,07 Äq.) werden in Chloroform (24 mL) gelöst. Die 
Reaktionsmischung wird 6 h unter Rückfluss erhitzt. Das Lösungsmittel wird abdestilliert und 
der Rückstand im Filter mit Chloroform und Diethylether gewaschen. Anschließend wird der 
Feststoff mit konz. Salzsäure (14 mL) und Methanol (24 mL) 20 min zum Sieden erhitzt und 
kalt filtriert. Der Filterrückstand wird mit kleinen Portionen einer Mischung aus konz. 
Salzsäure und Methanol (14:24) nachgewaschen. Vom Filtrat wird nun das gesamte 
Lösungsmittel abdestilliert, wobei ein weißer Feststoff zurückbleibt, der aus Ethanol 
umkristallisiert wird. 
Ausbeute: 2,96 g (24,3 mmol, 51%) 
1H-NMR (300 MHz, D2O): δ = 3.74 (t, 4J = 1,98 Hz, 2H, H-4), 4.14 (q, 4J = 1,98 Hz, 2H,  
H-1) ppm. 
E.4.12.2 4-[(tert.-Butoxycarbonylamino)butanamido]-2-butin-1-ol (69) 
CDI, THF
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C13H22N2O4
Exakte Masse: 270,16 u
Mol.-Gew.: 270,32 g/mol
C4H8ClNO
Exakte Masse:
121,03 u, (85,05+35,98) u
Mol.-Gew.: 121,57 g/mol
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Die Synthese von 69 wurde nach einer Vorschrift von (Lukinavičius, 2007 b) durchgeführt. 
N-Boc-γ-aminobutansäure (68) (1,67 g, 8,22 mmol, 1 Äq.) und Carbonyldiimidazol (1,47 g, 
9,05 mmol, 1,1 Äq.) werden in trockenem THF (10 mL) gelöst, wobei eine große Menge CO2 
entsteht. Nach 2 h Rühren bei RT werden 4-Amino-2-butin-1-ol (61) (1,00 g, 8,22 mmol, 
1 Äq.) und Triethylamin (1,66 g, 16,45 mmol, 2 Äq.) hinzugefügt. Die Suspension wird für 
weitere 2 h bei RT gerührt. Anschließend wird das Lösungsmittel abdestilliert und restliches 
Triethylamin am HV entfernt. Das Produkt wird säulenchromatographisch aufgereinigt 
(Kieselgel, Ethylacetat, Rf-Wert 0,4). Das Produkt wird als farbloses Öl erhalten. 
Ausbeute: 1,0 g (3,7 mmol, 45%) 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 1.38 (s, 9H, CH3), 1.75 (quin, ³J = 6,8 Hz, 2H, H-β), 2.10 
(t, ³J = 7,1 Hz, 2H, H-α), 3.10 (q, ³J = 6,7 Hz, 2H, H-γ), 4.00 (dt, 3J = 5,44 Hz, 4J = 1,98 Hz, 
2H, H-4), 4.19 (t, 4J = 1,98 Hz, 2H, H-1), 4.72 (s, 1H, NH-γ), 6.42 (s, 1H, NH-4)  ppm. 
E.4.12.3 4-[4-(tert.-Butoxycarbonylamino)butanamido]-2-butinyl-1-(4'-
nitrobenzolsulfonat) (70) 
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C19H25N3O8S
Exakte Masse: 455,14 u
Mol.-Gew.: 455,48 g/mol
C13H22N2O4
Mol.-Gew.: 270,32 g/mol
NsCl, NaOH
 
Die Synthese folgt einer Vorschrift von (Lukinavičius, 2007 b). Alkohol 69 (1,0 g, 3,7 mmol, 
1 Äq.) wird zunächst bei 0°C in DCM (15,6 mL) gelöst und mit 4-Nitrobenzolsulfonsäure-
chlorid (886 mg, 4,0 mmol, 1,08 Äq.) und Natriumhydroxid (740 mg, 18,5 mmol, 5 Äq.) 
versetzt. Nach 3 h Rühren bei RT wird die Reaktion durch Zugabe von kaltem Wasser 
(25 mL) beendet. Es wird drei Mal mit DCM (je 25 mL) extrahiert und die vereinigten 
organischen Phasen über MgSO4 getrocknet. Nach Abdestillieren des Lösungsmittels bleibt 
das Produkt als gelber Feststoff zurück. 
Ausbeute: 1,28 g (2,81 mmol, 76%) 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.38 (s, 9H, CH3), 1.71 (quin, ³J = 6,59 Hz, 2H, H-β), 2.13 
(t, ³J = 6,59 Hz, 2H, H-α), 3.09 (q, ³J = 6,59 Hz, 2H, H-γ), 3.86 (dt, 3J = 5,50 Hz, 4J = 1,92 
Hz, 2H, H-4), 4.65 (s, 1H, NH-γ), 4.77 (t, 4J = 1,92 Hz, 2H, H-1),  6.49 (s, 1H, NH-4), 8.06-
8.10 (m, 2H, arom. H), 8.34-8.37 (m, 2H, arom. H) ppm. 
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E.4.12.4 5'-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]-4-[4-aminobutanamido]-2-
butinylsulfonio]-5'-desoxyadenosin (AdoGABA, 21) 
 
Die Synthese ist an die Vorschrift von (Lukinavičius, 2007 b) angelehnt. AdoHcy (2) (20 mg, 
52 µmol, 1 Äq.) wird in einem 1:1-Gemisch aus Ameisen- und Essigsäure (1,8 mL) bei 0°C 
gelöst. Anschließend wird Nosylat 70 (759 mg, 1,67 mmol, 32 Äq.) dazugegeben. Die 
Reaktionslösung wird 8 h bei RT gerührt. Zur Aufarbeitung wird mit Wasser (2,7 mL) 
verdünnt und drei Mal mit Diethylether (je 9 mL) extrahiert. Die wässrige Phase wird 
gefriergetrocknet, der Rückstand mit 66%iger wässriger Trifluoressigsäure wieder gelöst und 
1 h bei RT gerührt. Das Produkt wird durch präparative HPLC nach Methode B gereinigt. Das 
HPLC-Laufmittel wird durch Gefriertrocknung entfernt. Der Feststoff wird in Wasser 
(1,0 mL) aufgenommen und die Konzentration mittels UV-Vis-Spektroskopie bestimmt    
(ε260 = 15.400 L.mol-1cm-1). Das Cofaktor-Analogon ist sehr temperaturempfindlich und muss 
stets bei -20°C gelagert werden. 
Ausbeute: 15,4 mg (28,7 µmol, 55%) 
Präp. HPLC (Methode B): tR = 10,0 min (1 mL Probenschleife). 
ESI-MS m/z (relative Intensität): 537,00 (73) [M]+, 436,13 (50) [5’-(γ-Aminobutanamido-2’’-
butinylthio)-5’-desoxyadenosin+H]+, 385,40 (100) [AdoHcy+H]+, 301,20 (10) [Thioether-
Adenin]+, 250,40 (5) [5’-Desoxyadenosin]+. 
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E.4.12.5  5'-[[3(S)-3-Amino-3-carboxypropyl]-4-[4-aminobutanamido]-2-
butinylselenonio]-5'-desoxyadenosin (SeAdoGABA, 59) 
 
SeAdoHcy (12) (17 mg, 39 µmol, 1 Äq.) wird in einem 1:1-Gemisch aus Ameisen- und 
Essigsäure (1,3 mL) bei 0°C gelöst. Anschließend wird Nosylat 70 (571 mg, 1,25 mmol, 
32 Äq.) dazugegeben. Die Reaktionslösung wird 8 h bei RT gerührt. Zur Aufarbeitung wird 
mit Wasser (1,3 mL) verdünnt und drei Mal mit Diethylether (je 1,5 mL) extrahiert. Die 
wässrige Phase wird gefriergetrocknet, der Rückstand mit wässriger Trifluoressigsäure (66%, 
550 µL) wieder gelöst und 1 h bei RT gerührt. Das Produkt wird durch präparative HPLC 
nach Methode B gereinigt. Das HPLC-Laufmittel wird durch Gefriertrocknung entfernt. Der 
Feststoff wird in Wasser (1,0 mL) aufgenommen und die Konzentration mittels UV-Vis-
Spektroskopie bestimmt (ε260 = 15.400 L.mol-1cm-1). Das Cofaktor-Analogon ist sehr 
temperaturempfindlich und muss stets bei -20°C gelagert werden. 
Ausbeute: 1,3 mg (2,2 µmol, 6%) 
Präp. HPLC (Methode B): tR = 8,2 min (5 mL Probenschleife). 
ESI-MS m/z (relative Intensität): 585,00 (63) [M]+, 484,24 (27) [5’-(γ-Aminobutanamido-2’’-
butinylseleno)-5’-desoxyadenosin+H]+. 
HR-ESI-MS: berechnet für C22H33O6N8Se: 585,16828; gefunden: 585,16821; ∆= -0,12 ppm. 
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E.5 Stabilität von AdoMet-Analoga 
E.5.1 Stabilität von AdoButinAmin (64) und AdoHexin (65) 
Der Zerfall der beiden Cofaktoranaloga AdoButinAmin (64) und AdoHexin (65) wird 
untersucht, indem die Cofaktoren (5 mM) in M.TaqI-Puffer (20 mM Tris-HOAc, 10 mM 
Magnesiumacetat, 50 mM Kaliumacetat, 1 mM DTT, 0,01% Triton X-100, pH 7,9) bei RT 
inkubiert werden. Nach 5 min, 45 min, 85 min, 125 min und 4 h werden Proben (je 20 µL) 
entnommen und durch rp-HPLC-ESI-MS nach Methode A (E.3.5.1) analysiert.  
E.5.2 Stabilität von SeAdoPropin (26) 
SeAdoPropin (26) wird in Lösung (40 µL, ca. 10 mM) in HEPES-Puffer (100 mM, pH 7,5, 
500 µL) gelöst und bei RT gerührt. Proben (je 30 µL) werden nach verschiedenen 
Inkubationszeiten entnommen, durch Zugabe von TFA auf einen pH-Wert von ca. 2 gebracht 
und durch rp-HPLC (Methode A) analysiert. Zeitgleich wird jeweils eine zweite Probe 
(30 µL) entnommen, angesäuert, gefriergetrocknet und durch Massenspektrometrie analysiert. 
 
E.6 Enzymatische Reaktionen 
E.6.1 Restriktions-Modifikations-Tests mit λ-DNA 
In dem Reaktionspuffer der jeweiligen DNA-MTase (Tabelle 7) werden λ-DNA (50 µg/mL) 
und der jeweilige Cofaktor (600 µM, R/S-Gemisch) vorgelegt. Zu dieser Lösung (38 µL) wird 
die DNA-MTase (2 µL, meist 1 Äq. bezogen auf die Anzahl der Zielsequenzen) gegeben. 
Ausgehend davon werden Proben (20 µL) hergestellt, in denen die Cofaktor-Konzentration 
(600 µM, R/S-Gemisch) und die λ-DNA-Menge (1 µg) unverändert bleiben, während die 
DNA-MTase-Konzentration von Probe zu Probe halbiert ist. 
Für den natürlichen Cofaktor AdoMet (1) werden auf diese Weise bis zu 16 Proben mit DNA-
MTase-Mengen von meist 1 Äq. bis 3,1.10-5 Äq., bezogen auf die Zielsequenzen, hergestellt. 
Für die Untersuchung der Cofaktoranaloga werden 6-16 Proben mit entsprechenden DNA-
MTase-Mengen, ausgehend von meist 1 Äq. bezogen auf die Zielsequenz, hergestellt.  
Parallel werden Kontrollansätze durchgeführt, bei denen Cofaktor bzw. DNA-MTase durch 
Wasser ersetzt sind. Die Ansätze werden generell 1 h bei der optimalen Inkubations-
temperatur (Tabelle 7) inkubiert. Jede Probe wird anschließend mit der entsprechenden REase 
(Tabelle 8) in Restriktions-Puffer (30 µL) versetzt und für 1 h inkubiert. Die 
Inkubationstemperatur ist in Tabelle 3 aufgeführt. Nach Zugabe von Ladepuffer (10 µL, 
0,25% Bromphenolblau, 30% Glycerin) werden die Lösungen (je 10 µL) durch Agarose-
Gelelektrophorese analysiert. Zusätzlich wird λ-DNA unbehandelt und nach Fragmentierung 
durch die jeweilige REase aufgetragen. Für die Agarose-Gelelektrophorese wird in einer 
horizontalen Gelkammer ein Agarosegel (300 mL, 1% Agarose) in Laufpuffer (44,5 mM Tris, 
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44,5 mM Borsäure, 10 mM EDTA, 0,1 µL/mL GelRed) hergestellt. Nach Erstarren des Gels 
werden die Proben aufgetragen und die Elektrophorese für 1 h bei einer Gleichspannung von 
130 Volt durchgeführt. Anschließend werden die DNA-Banden im UV-Licht bei einer 
Wellenlänge von λ = 312 nm sichtbar gemacht und mit einem Geldokumentationssystem 
(Intas, Vers. 3.22, Göttingen) oder einem Polaroidfoto dokumentiert. 
Tabelle 7: Modifikationsreaktionen. 
DNA-MTase Puffer Anzahl der 
Zielsequenzen 
in λ-DNA 
Inkubations-
temperatur [°C] 
Menge an DNA-
MTase in der 
ersten Spur 
M.TaqI M.TaqI-
Reaktionspuffer 
121 60 4,18 pmol (1,1 Äq.) 
M.BseCI M.BseCI-
Reaktionspuffer 
15 55 5,09 pmol (11 Äq.) 
M.HhaI 
(Q82A/Y254S/N304A) 
M.HhaI-
Reaktionspuffer 
215 37 6,76 pmol (1 Äq.) 
M.SssI (Q142A) NEB2*-
Reaktionspuffer 
3113 37 94,6 pmol (1 Äq.) 
M.BcnIb M.HhaI-
Reaktionspuffer 
114 37 3,56 pmol (1 Äq.) 
M.RsrI M.RsrI-
Reaktionspuffer 
5 37 5,15 pmol (33 Äq.) 
 
Tabelle 8: Restriktionsreaktionen. 
DNA-MTase REase Restriktionspuffer Units Inkubations-
temperatur [°C] 
M.TaqI R.TaqI R.TaqI-
Reaktionspuffer 
10 60 
M.BseCI R.Bsu15I Tango-
Reaktionspuffer 
5 37 
M.HhaI 
(Q82A/Y254S/N304A) 
R.HhaI Tango-
Reaktionspuffer 
10 37 
M.SssI (Q142A) R.BstUI NEB2 10 60 
M.BcnIb R.BcnI Tango-
Reaktionspuffer 
10 37 
M.RsrI R.EcoRI O+-Puffer 10 37 
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Die folgenden Reaktionspuffer wurden verwendet: 
M.TaqI-Reaktionspuffer: 20 mM Tris-HOAc, 10 mM Mg(OAc)2, 50 mM KOAc, 1 mM 
DTT, 0,01% Triton X-100, 0,1 mg/mL BSA, pH 7,9. 
M.BseCI-Reaktionspuffer: 10 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 5 mM β-Mercaptoethanol, 
pH 7,4. 
M.HhaI-Reaktionspuffer: 10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 0,05 mM EDTA, 2 mM  
β-Mercaptoethanol, pH 7,4. 
NEB2*: 10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7,9. 
NEB2-Reaktionspuffer: 10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, pH 7,9. 
M.RsrI-Reaktionspuffer: 50 mM Tris-HOAc, 5 mM EDTA, 5 mM β-Mercaptoethanol, 
pH 7,5. 
R.TaqI-Reaktionspuffer: 10 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0,1 mg/mL BSA, 
pH 8,0. 
Tango-Reaktionspuffer: 33 mM Tris-HOAc, 10 mM MgCl2, 66 mM KOAc, 0,1 mg/mL 
BSA, pH 7,9. 
Puffer O+: 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 0,1 mg/mL BSA, pH 7,5. 
 
E.6.2.1 Elektrophoretische Mobilitätsänderung der DNA mit Biotin-Cofaktoren 
66, 67 und M.TaqI auf pUC19-DNA 
Mehrere Ansätze (12 µL) aus M.TaqI-Reaktionspuffer, pUC19 (0,6 µg, 28 nM) und Biotin-
Cofaktor (AdoBiotinPeptid (66) oder AdoBiotinKlick (67), 80 µM, R/S-Gemisch), M.TaqI 
(226 nM, 2 Äq. bezogen auf die Zielsequenzen) werden vorbereitet und der pH-Wert 
kontrolliert. Die Ansätze werden 1 h bei 60°C inkubiert. Im Anschluss daran wird R.Hin1I 
(6 u) in R.Hin1I-Puffer (8 µL, 1,6 x) dazugegeben und abermals 1 h bei 37°C inkubiert. 
Außerdem wird zu einem Ansatz nach Inkubation bei 60°C der R.TaqI (6 u) in R.TaqI-Puffer 
(18 µL, 1,6 x), der abweichend 10 mM MgCl2 enthält, dazugegeben und 1 h bei 60°C 
inkubiert. Anschließend wird die DNA mit Hilfe des PCR-Reinigungskits (Qiagen) nach 
Herstellerangaben gereinigt. Danach wird eine Streptavidinlösung in PBS-Puffer 1,08 µL, 
0,75 mg/mL (40 Äq. bezogen auf die Zielsequenzen) zu den Ansätzen (28 µL) pipettiert und 
wiederum 1 h bei 37°C inkubiert. In jedes Gefäß wird Ladepuffer (10 µL, 0,25% 
Bromphenolblau, 30% Glycerin) gegeben und die Proben (15 µL) werden mittels Agarose-
Gelelektrophorese (1%) analysiert.  Zusätzlich werden verschiedene Kontrollen aufgetragen, 
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bei denen jeweils eine oder mehrere der Komponenten des Versuchs weggelassen werden. 
Die Gelelektrophorese wird wie in Abschnitt E.6.1 beschrieben durchgeführt. 
R.Hin1I-Reaktionspuffer (Puffer G): 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 
pH 7,5. 
PBS-Puffer: 140 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 2 mM Na2HPO4, 1,45 mM KH2PO4, pH 7,5. 
 
E.6.2.2 Elektrophoretische Mobilitätsänderung der DNA mit Biotin-Cofaktoren 
66, 67 und M.BseCI auf pBR322-DNA 
Mehrere Ansätze (12 µL) aus M.BseCI-Reaktionspuffer, pBR322 (0,6 µg, 18 nM) und Biotin-
Cofaktor (AdoBiotinPeptid (66) oder AdoBiotinKlick (67), 80 µM, R/S-Gemisch), M.BseCI 
(97 nM, 5,5 Äq. bezogen auf die Zielsequenz) werden vorbereitet und der pH-Wert 
kontrolliert. Die Ansätze werden 1 h bei 55°C inkubiert. Im Anschluss daran wird R.TaqI 
(6 u) in R.TaqI-Puffer (18 µL, 1,6 x), der abweichend 10 mM MgCl2 enthält, dazugegeben 
und 1 h bei 60°C inkubiert. Anschließend wird eine Streptavidinlösung in PBS-Puffer 
(3,5 µL, 1 mM, 3,65 Äq. bezogen auf den biotinylierten Cofaktor) dazu pipettiert und 
wiederum 1 h bei 37°C inkubiert. In jedes Gefäß wird Ladepuffer (10 µL, 0,25% 
Bromphenolblau, 30% Glycerin) gegeben und die Proben (15 µL) werden mittels Agarose-
Gelelektrophorese (1%) analysiert. Zusätzlich werden verschiedene Kontrollen aufgetragen, 
bei denen jeweils eine oder mehrere der Komponenten des Versuchs weggelassen werden. 
Die Gelelektrophorese wird wie in Abschnitt E.6.1 beschrieben durchgeführt. 
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E.6.2.3 Untersuchung der Aktivität von M.TaqI mit Biotin-Cofaktor 66 durch 
elektrophoretische Mobilitätsänderung 
Zunächst wird ein Ansatz aus pUC19 (0,6 µg, 28,25 nM), AdoBiotinPeptid (66) (80 µM) und 
M.TaqI  (226 nM) in M.TaqI-Reaktionspuffer (12 µL) hergestellt. Außerdem werden 7 
weitere Ansätze hergestellt, bei denen die M.TaqI-Konzentration jeweils halbiert wird. Die 
Ansätze werden 1 h bei 60°C inkubiert. Im Anschluss daran wird R.Hin1I (6 u) in R.Hin1I-
Puffer (8 µL, 1 x) dazugegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wird eine 
Streptavidin-Lösung in  PBS-Puffer (3,5 µL, 15 mg/mL, 3,6 Äq. bezogen auf den 
biotinylierten Cofaktor) dazu pipettiert und wiederum 1 h bei 37°C inkubiert. Nach der 
Zugabe von Ladepuffer (10 µL, 0,25% Bromphenolblau, 30% Glycerin) werden die Lösungen 
(je 15 µL) durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Zusätzlich wird das geschnittene 
unmodifizierte Plasmid aufgetragen. Die Gelelektrophorese wird wie in Abschnitt E.6.1 
beschrieben durchgeführt. 
 
E.6.2.4 Untersuchung der benötigten Menge an Streptavidin für die 
elektrophoretische Mobilitätsuntersuchung 
Zunächst werden acht Ansätze aus, pUC19 (0,6 µg, 28,25 nM), AdoBiotinPeptid (66) 
(80 µM) und M.TaqI  (226 nM) in M.TaqI-Reaktionspuffer hinzugegeben (12 µL) hergestellt 
und 1 h bei 60°C inkubiert. Im Anschluss daran wird R.Hin1I (6 u) in R.Hin1I-Puffer (8 µL, 
1 x) zu jedem Ansatz dazugegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wird eine 
Streptavidinlösung (PBS-Puffer) dazu pipettiert: Im ersten Ansatz ein 16-facher Überschuss 
bezogen auf den Cofaktor (357 µM) und in den weiteren sieben Ansätzen wird die 
Streptavidinmenge jeweils halbiert. Die Mengen bezogen auf den Cofaktor sind also 16, 8, 4, 
2, 1, 0,5, 0,25-fach. Es wird wiederum 1 h bei 37°C inkubiert. Nach der Zugabe von 
Ladepuffer (10 µL, 0,25% Bromphenolblau, 30% Glycerin) werden die Lösungen (je 15 µL) 
durch Agarose- Gelelektrophorese analysiert. Zusätzlich wird das geschnittene unmodifizierte 
Plasmid aufgetragen. Die Gelelektrophorese wird wie in Abschnitt E.6.1 beschrieben 
durchgeführt. 
 
E.6.3 Photoaktivität von AdoAzidoBenz (45) 
Eine 3-Azidobenzylalkohol-Lösung (52) (42 µM) in H2O wird mit der UV-Lampe bestrahlt. 
Bis 40 s wird alle 10 s, danach alle 20 s ein UV-Spektrum aufgenommen. Die Absorption bei 
249 nm nimmt dabei bis 2 min Bestrahlungszeit stetig ab und verändert sich dann kaum noch.  
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E.6.4 Vernetzungsexperimente mit M.TaqI und AdoAzidoBenz (45) auf 
pUC19-DNA 
Mehrere Ansätze (je 12 µL) aus M.TaqI-Reaktionspuffer, pUC19 (0,6 µg, 28 nM), 
AdoAzidoBenz (45) (600 µM, R/S-Gemisch) und M.TaqI (226 nM, 2 Äq. bezogen auf die 
Zielsequenzen) werden vorbereitet und der pH-Wert kontrolliert. Ein Ansatz wird mit der 
UV-Lampe (s. E.2.7) aus nächster Nähe bestrahlt, während das geschlossene 0,5-mL-
Eppendorfgefäß auf Eis steht und anschließend lichtgeschützt bei 60°C inkubiert. Der zweite 
Ansatz wird bestrahlt und gleichzeitig bei 60°C im Heizblock inkubiert. Der dritte Ansatz 
wird zunächst bei 60°C lichtgeschützt inkubiert und anschließend auf Eis bestrahlt. Ferner 
werden Ansätze durchgeführt bei denen nach der 60°C Inkubation und vor dem Bestrahlen 
auf Eis zusätzlich 2 Äq. bzw. 6 Äq. M.TaqI zugegeben werden. Jeder dieser Ansätze wird zur 
Kontrolle auch ohne Bestrahlen durchgeführt. Die Zeit für das Bestrahlen bzw. Inkubieren 
beträgt generell 15 min.  
Anschließend wird R.Hin1I (6 u) in R.Hin1I-Puffer (8 µL, 1,6 x) dazugegeben und 1 h bei 
37°C inkubiert. Außerdem wird zu einem Ansatz nach Inkubation bei 60°C R.TaqI (6 u) in 
R.TaqI-Puffer (18 µL, 1,6 x) hinzugefügt und 1 h bei 60°C inkubiert. In jedes Gefäß wird 
Ladepuffer (10 µL, 0,25% Bromphenolblau, 30% Glycerin) gegeben und die Proben (je 
15 µL) anschließend mittels Agarose-Gelelektrophorese (1%) analysiert.  Zusätzlich werden 
verschiedene Kontrollen aufgetragen, bei denen jeweils eine oder mehrere der Komponenten 
des Versuchs weggelassen werden. Die Gelelektrophorese wird wie in Abschnitt E.6.1 
beschrieben durchgeführt. 
E.6.5 Vernetzungsexperimente mit M.BseCI und AdoAzidoBenz (45) auf 
pBR322-DNA 
Zwei Ansätze (12 µL) aus M.BseCI-Reaktionspuffer, pBR322 (0,6 µg, 18 nM), 
AdoAzidoBenz (45) (600 µM, R/S-Gemisch) und M.BseCI (36 nM, 2 Äq. bezogen auf die 
Zielsequenz) werden vorbereitet und 1 h bei 55°C inkubiert. Anschließend wird R.TaqI (6 u) 
in R.TaqI-Puffer (18 µL, 1,6 x) dazugegeben und 30 min bei 60°C inkubiert. Zu einem Ansatz 
werden noch einmal 13 Äq. M.BseCI und zu dem anderen Ansatz 108 Äq. M.BseCI gegeben. 
Nun werden die geschlossenen Gefäße 10 min bei RT mit der UV-Lampe (s. E.2.7) aus 
nächster Nähe bestrahlt. Zur Kontrolle werden parallele Ansätze ohne Bestrahlen 
durchgeführt. 
In jedes Gefäß wird Ladepuffer (10 µL, 0,25% Bromphenolblau, 30% Glycerin) gegeben und 
die Proben (je 15 µL) mittels Agarose-Gelelektrophorese (1%) analysiert.  Zusätzlich werden 
verschiedene Kontrollen aufgetragen, bei denen jeweils eine oder mehrere der Komponenten 
des Versuchs weggelassen werden. Die Gelelektrophorese wird wie in Abschnitt E.6.1 
beschrieben durchgeführt. 
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